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Synthese von immobilisierten Polymer en in groBem MaBstab 

Hinweis auf das Copyright 

Ein Teil der Beschreibung dieses Patentdokumentes 
enthalt Material, das durch Copyright geschiitzt ist. Der 
Inhaber des Copyrights erhebt keine Einwande gegen eine 
VervielfSltigung des Patentdokumentes oder der Patentbe- 
schreibung, wenn die Kopie in einer Patentakte Oder in 
Registern des Patentamtes erscheint, behalt sich ansonsten 
allerdings alle Rechte des Copyright vor. 

Hinterarund der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Synthese und 
Anordnung von Materialien in bestimmten Bereichen. Die Er- 
findung betrifft insbesondere ein Verfahren und eine dafiir 
bestimmte Vorrichtung zur Herstellung unterschiedlicher 
chemischer Sequenzen in bestimmten Bereichen auf der Ober- 
flSche eines einzigen Substrats. Die Erfindung kann bei- 
spielsveise verwendet werden, um ein Oligomer/ Peptid, eine 
Nucleinsaure, ein Oligosaccharid, Phospholipid, Polymer oder 
kongenes ArzneimittelprSparat herzustellen, insbesondere um 
Quellen einer chemischen Vielfalt bereitzustellen, die fCir 
ein Screening auf eine biologische AktivitSt verwendet wer- 
den konnen, 

Der Zusammenhang zwischen Struktur und Aktivitat von 
Molekiilen ist ein wesentlicher Gegenstand der Untersuchung 
von biologischen Systemen. Die ZusammenhSnge von Struktur 
und Aktivitat sind wesentlich, um beispielsweise die Funk- 
tion von Enzymen, die Art der Kommunikation von Zellen un- 
tereinander, sowie die zellularen Kontroll- und "Feedback"- 
systeme zu verstehen. 
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Von bestimmten Makromolekulen weiB man, daB sie mit 
anderen Molekttlen, die eine sehr spezifische, dreidimensio- 
nale, rSumliche Struktur und Elektronenanordnung aufweisen, 
in Wechselwirkung treten. Jedes groBe, eine derartige Spe- 
zifitMt aufweisende Molekiil kann ein Rezeptor sein, unge- 
achtet dessen, ob es ein Enzym, das die Hydrolyse eines me- 
tabolischen Zwischenprodukts katalysiert, ein Zellober- 
f lachenprotein, das den Membrantransport von Ionen vermit- 
telt, ein Glykoprotein mit der Funktion, eine bestimmte 
Zelle gegenOber den Nachbarzellen zu identifizieren, ein im 
Plasma zirkulierender Antikorper der IgG-Klasse, eine Oli- 
gonucleotidsequenz der Kern-DNA Oder ahnliches ist. Die 
verschiedenen Molektile, die die Rezeptoren selektiv binden, 
bezeichnet man als Liganden. 

Es sind viele Tests zur Messung der Bindungsaf finitat 
von bekannten Rezeptoren und Liganden verftigbar, die Aus- 
sagefShigkeit derartiger Experimente ist jedoch hSufig durch 
Zahl und Art der verfttgbaren Liganden beschrankt. Neue 
Liganden werden gelegentlich zufSllig oder durch Anwendung 
neuer Verfahren zur AufklMrung der MolekGlstruktur, die eine 
RSntgenkristallstrukturanalyse und genetische Rekombina- 
tionsverfahren fur Proteine einschlieflen, gefunden. 

Kleine Peptide sind ein Beispiel ftir ein System zur 
Erforschung des biologischen Zusammenhangs zwischen Struktur 
und Funktion. Ein Peptid ist eine Sequenz von Aminosauren. 
Wenn die zwanzig natiirlich vorkommenden Aminosauren zu 
polymeren MolekUlen kondensiert werden, bilden sie eine 
Vielzahl von dreidimensionalen Konfigurationen, die jeweils 
aufgrund einer bestimmten Aminos Suresequenz und der Wirkung 
eines LSsungsmittels erhalten werden. Als Pentapeptide der 
20 naturlich vorkommenden AminosSuren konnen beispielsweise 
20 s oder 3,2 Millionen unterschiedliche Peptide erhalten 
werden. Die Wahrscheinlichkeit, daB MolekUle dieser GroBe in 
Rezeptorbindungsuntersuchungen nUtzlich sind, wird durch 
analytische Untersuchungen der Epitope untersttitzt, die 
zeigen, daB einige Antikorper mit grofler Spezifitat 
Sequenzen von wenigen AminosSuren erkennen. Ferner weisen 



kleine Peptide aufgrund des durchschnitt lichen Molekular- 
gevichts von Aminosauren eine GrdBe auf, die fiir viele 
gegenwSrtig niitzliche Arzneimittel verwendet verden kann. 

Die Entwicklung von Arzneimitteln ist eine auf einer 
derartigen Untersuchung der Zusammenhange von Struktur und 
Aktivit&t beruhende Forschungsrichtung. Haufig kann die ge- 
genwartige pharmazeutische Forschung als das Verfahren zur 
Suche nach neuen Liganden mit gewiinschten SpezifitStsmustern 
fiir biologisch wichtige Rezeptoren beschrieben werden, Ein 
veiteres Beispiel ist die Forschung, in der nach neuen 
Verbindungen gesucht wird, die in der Landwirtschaft, bei- 
spielsveise als Pestizide und Herbizide, verwendet werden 
konnen. 

Gelegentlich kann ein rationales Verfahren zur 
Entwicklung von Liganden nur schwer gefunden werden und ist 
wenig ergiebig. Bisherige Verfahren zur Herstellung von 
groBen Mengen verschiedener Polymere waren extrem langsam, 
sofern sie in einem MaBstab verwendet wurden, der ein wirk- 
sames spezifisches oder nicht-spezif isches Screening zulieB. 
Das Merrifield-Verfahren (J* Am. Chem. Soc. 85 (1963), 2149- 
2154 1 das hier durch Bezugnahme fiir alle Zwecke einge- 
schlossen ist) ist beispielsweise zur Synthese von Peptiden 
auf einem festen Trager verwendet worden. Im Merrifield- 
Verfahren wird eine Aminos Sure kovalent an einen Trager aus 
unloslichem Polymer gebunden. Eine andere Aminosaure mit 
einer alpha-Schutzgruppe wird mit der kovalent gebundenen 
Aminosaure unter Bildung eines Dipeptids umgesetzt. Nach dem 
Waschen wird die Schutzgruppe entfernt und dem Dipeptid eine 
dritte Aminosaure mit einer alpha-Schutzgruppe zugesetzt. 
Das Verfahren wird bis zum Erhalt eines Peptids mit der ge- 
wiinschten Lange und Sequenz fortgesetzt. Wenn das Merri- 
field-Verfahren verwendet wird, kann unter wirtschaftlichen 
Gesichtspunkten nicht mehr als eine Handvoll von Peptid- 
sequenzen an einem Tag synthetisiert werden. 

Zur Synthese einer groBen Zahl von Polymer sequenzen 
ist ferner die Verwendung von mehreren ReaktionsgefaBen zur 
Polymersynthese vorgeschlagen worden* Ein rohrenformiges 



Reaktionssystem kann beispielsweise zur Synthese eines li- 
nearen Polymers auf einem Festphasentrager verwendet verden, 
indem automat isch sequent iell Reagenzien zugesetzt werden. 
Durch dieses Verfahren kann ebenfalls noch keine ausreichend 
groBe Zahl von Polymersequenzen fur ein wirksames wirt- 
schaft laches Screening synthetisiert werden. 

Es sind auch Verfahren zur Herstellung einer Vielzahl 
yon Polymersequenzen bekannt f in denen ein gelocherter 
BehSlter eine bekannte Menge von reaktiven Partikeln ein- 
schlieBt, wobei die Partikel groBer. als die Locher des 
Behalters sind. Die BehSlter konnen mit den gewiinschten 
Material ien selektiv umgesetzt verden, urn die gewiinschten 
Sequenzen der Produktmolekiile zu synthetisieren. Wie andere 
im Stand der Technik bekannte Verfahren kann dieses Ver- 
fahren nicht praktisch verwendet werden, urn eine geniigende 
Zahl von Polypeptiden ftir ein wirksames Screening zu 
synthetisieren • 

Andere Verfahren sind ebenfalls beschrieben worden. 
Diese Verfahren schlieBen die Synthese von Peptiden an 96 
Plastiknadeln ein, die in das Format von Standard- 
Mikrotiterplatten pas sen* Obwohl diese Verfahren ziemlich 
mitzlich waren, bleiben unglQcklicherweise vesentliche Pro- 
bleme erhalten. Diese Verfahren sind beispielsweise in der 
Vielfalt von Sequenzen, die wirtschaftlich synthetisiert und 
einem Screening unterzogen werden konnen, weiter beschrSnkt. 

Es gibt auBerdem Verfahren zur Immobilisierung von 
zuvor synthetisierten Liganden Oder Rezeptoren auf 
Oberflachen. US-Patent Nr. 4,562,157 von Lowe offenbart ein 
Verfahren, in dem ein Substrat zunachst behandelt wird, um 
durch Licht aktivierbare Vernetzungsgruppen auf einer 
Oberflache anzuordnen. Die Oberflache wird anschlieBend 
durch eine Maske in Gegenwart eines Ligands oder Rezeptors 
bestrahlt* Nach der Bestrahlung werden die Vernet- 
zungsgruppen aktiviert und bilden mit dem Ligand oder 
Rezeptor auf der OberflSche kovalente Bindungen aus. Wenn 
jedoch ein Ligand oder Rezeptor einmal an einer bestimmten 
Stelle mit der Oberflache vernetzt ist, kann die Stelle in 



anschlieBenden Bestrahlungsschritten nicht aktiviert werden. 

Dem vorstehenden kann entnommen werden, dafl ein ver- 
bessertes Verfahren und eine verbesserte Vorrichtung zur 
Synthese einer Vielzahl von chemischen Sequenzen an 
bestimmten Stellen erwttnscht ist. 

Zusammenfassuncr der Erfinduna 

In einem Gesichtspunkt stellt die Erfindung ein 
Verfahren zur Herstellung eines Satzes von Polymeren durch 
Monomer-Monomer-Synthese auf vorbestimmten Bereichen eines 
Substrats bereit, wobei die nachstehend beschriebenen 
Schritte eingeschlossen sind: 

Bestrahlung eines ersten vor bestimmten Bereiches auf 
einer Oberflache des Substrats, wobei die OberflSche funk- 
tionelle Gruppen aufweist, die mit durch Bestrahlung ent- 
fernbaren Schutzgruppen geschtitzt sind, um die Schutzgruppen 
davon zu entfernen, 

Inkontaktbringen der Oberflache mit einem ersten 
Monomer, um das Monomer an die von Schutzgruppen befreiten 
funktionellen Gruppen in den ersten vorbestimmten Bereichen 
zu kuppeln, wobei das Monomer eine funktionelle Gruppe auf- 
weist, die mit einer durch Bestrahlung entfernbaren Schutz- 
gruppe geschtitzt ist, 

Bestrahlung eines zweiten vorbestimmten Bereiches 
(der der gleiche wie der erste vorbestimmte Bereich sein 
kann Oder nicht) der OberflSche zur Entfernung der 
Schutzgruppen davon, 

Inkontaktbringen der Oberflache mit einem zweiten 
Monomer (das das gleiche wie das erste Monomer sein kann 
Oder nicht) , um das Monomer an die von den Schutzgruppen 
befreiten funktionellen Gruppen in dem zweiten vorbestimmten 
Bereich zu kuppeln, wobei das Monomer eine funktionelle 
Gruppe aufweist, die mit einer durch Bestrahlung 
entfernbaren Schutzgruppe geschtitzt ist, 

wobei das Verfahren ferner die Durchfuhrung zusStz- 



licher Schritte der Bestrahlung und des Inkontaktbringens 
mit einen Monomer und zusat z licher Kupplungsschritte umfaBt, 
die zur Bildung des Satzes notwendig sind, wobei mindestens 
ein Teil von mindestens einem der ersten und zweiten 
vorbestimmten Bereiche in mindestens einem dieser zusStz- 
lichen Schritte des Inkontaktbringens und der Kupplung 
bestrahlt wird und wobei die Polymere Stellen auf der 
OberflSche und Sequenzen aufveisen, die durch die Bestrah- 
lungsmuster wShrend -der Bestrahlungsschritte verursacht 
werden, und durch die besonderen Monomere, die in den 
Kontakt- und Kupplungsschritten gekuppelt werden, und ait 
der KaBgabe, daB das letzte Monomer in jeder Sequenz nicht 
mit einer durch Bestrahlung entfernbaren Schutzgruppe 
geschQtzt sein mufl. 

Ein weiterer erf indungsgemSBer Gesichtspunkt betrifft 
die Verwendung einer Vorrichtung, wobei die Vorrichtung fiir 
die DurchfCihrung eines Verfahrens gemaB Anspruch 1 geeignet 
ist und umfaBt: 

(a) ein Substrat mit einer OberflSche, die funktio- 
nelle Gruppen auf weist, die durch Schutzgruppen geschiitzt 
sind, welche durch Bestrahlung entfernbar sind, wobei die 
OberflSche an der Stelle, wo die Schutzgruppen entfernt 
wurden, aktiviert ist, 

(b) Mittel zur selektiven Bestrahlung vorbestimmter 
Bereiche auf der OberflSche, und 

(c) eine Strahlungsquelle zur Bestrahlung der Ober- 
flSche, wobei die Vorrichtung zur Bestrahlung der vorbe- 
stimmten Bereiche in einer vorbestimmten Reihenf olge und fiir 
jeden vorbestimmten Bereich eine vorbestimmte Anzahl von 
Wiederholungen verwendet wird, so daB eine Vielzahl von 
Polymeren hergestellt wird, die aus mindestens zwei Mono- 
meren bestehen und Stellen auf der OberflSche aufweisen, die 
durch die Bestrahlungsmuster definiert sind, die wahrend der 
Bestrahlung verursacht werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform weist ein Sub- 
strat LinkermolekQle auf. Ein Terminus der Linkermolekiile 
weist eine reaktive funktionelle Gruppe auf, die mit einer 



durch Bestrahlung entfernbaren Schutzgruppe geschtitzt ist. 
Unter Verwendung von lithographischen Verfahren wird die 
durch Bestrahlung entfernbare Schutzgruppe belichtet und in 
den zuerst ausgewahlten Bereichen von den Linkermolek&len 
entfernt. Das Substrat wird anschliefiend gevaschen Oder auf 
andere Weise mit einem ersten Monomer in Kontakt gebracht, 
das mit den exponierten funktionellen Gruppen auf den 
Linkermolektilen reagiert. In einer bevorzugten AusfOhrungs- 
f orm ist das Monomer , eine Aminosaure, die eine durch Be- 
strahlung entfernbare Schutzgruppe an ihrem Amino- oder 
Carboxyterminus enthalt, und das Linkermolekiil endet an 
einer Amino- oder Carboxylgruppe, die eine durch Bestrahlung 
entfernbare Schutzgruppe tragt. 

AnschlieBend wird ein zweiter Satz von ausgewahlten 
Bereichen belichtet und die durch Bestrahlung entfernbare 
Schutzgruppe des Linkermolekiils/der gesctuitzten Aminosaure 
am zweiten Satz von Bereichen entfernt. Das Substrat wird 
anschliefiend zur Umsetzung mit den exponierten funktionellen 
Gruppen mit einem zweiten Monomer in Kontakt gebracht, das 
eine durch Bestrahlung entfernbare Schutzgruppe enthalt. 
Dieses Verfahren wird wiederholt, urn selektiv Monomere 
anzukmipfen, bis Polymere einer gewOnschten Lange und einer 
gewunschten chemischen Sequenz erhalten werden. Dxirch 
Bestrahlung entfernbare Gruppen werden gegebenenfalls an- 
schliefiend entfernt und die Sequenz danach gegebenenfalls 
abgespalten. Gegebenenfalls vorhandene Schutzgruppen von 
Seitenketten werden ebenfalls entfernt. 

Unter Verwendung der hier beschriebenen lithographi- 
schen Verfahren kann Licht auf relativ kleine und ganz be- 
st immte" Bereiche auf dem Substrat gerichtet werden. Es k6n- 
nen daher Polymere von bekannter chemischer Sequenz an be- 
st immten Stellen auf dem Substrat synthetisiert werden. 

Das erhaltene Substrat weist zahlreiche Verwen- 
dungsmoglichkeiten auf, wobei beispielsweise das Screening 
einer Vielzahl von Polymeren auf eine biologische AktivitSt 
eingeschlossen ist. Zur Durchfuhrung des Screening auf eine 
biologische Aktivitat wird das Substrat einem oder mehreren 
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Rezeptoren ausgesetzt , beispielsweise Ant ikorper ganzen 
Zellen, Rezeptoren auf Vesikeln, Lipiden oder irgendeinem 
anderen der zahlreichen Rezeptoren. Die Rezeptoren werden 
vorzugsweise beispielsweise mit einem Fluoreszenzmarker, 
radioaktiven Marker oder eineia mit dem Rezeptor reagierenden 
markierten Antikorper markiert. Die Stelle des Markers auf 
dem Substrat wird beispielsweise mit einem Nachweiserfahren 
ftir Photonen oder einer Autoradiographic nachgewiesen. Durch 
Kenntnis der Sequenz ctes Materials an der Stelle, an der die 
Bindung nachgewiesen wird , kann sehr schnell entschieden 
werden, welche Sequenz an den Rezeptor bindet, und daher 
kann das Verfahren fiir das Screening einer Vielzahl von 
Peptiden verwendet werden. Weitere mogliche hier beschrie- 
bene erf indungsgemaBe Anwendungen schlieBen Diagnostika ein, 
in denen verschiedene Liganden ffir bestimmte Rezeptoren auf 
einem Substrat angebracht und beispielsweise Blutseren auf 
Immunschwachen abgesucht werden. Weitere Beispiele ftir 
Anwendungen sind das selektive "Dotieren" von organischen 
Materialien in Halbleitervorrichtungen, etc. . 

Ein verbessertes Reaktionssystem zur Synthese von 
Polymeren wird ebenfalls beschrieben. Das Reaktionssystem 
schlieBt eine Substrathalterung ein, die ein Substrat an 
dessen Peripherie hSlt. Die Substrathalterung weist zwischen 
dem Substrat und der Halterung einen Reaktionsraum auf, 
durch den oder in den ReaktionsflUssigkeiten gepumpt werden 
Oder flieBen. Eine Maske wird auf dem Substrat angebracht 
oder darauf fokussiert und belichtet, urn die Schutzgruppen 
der gewahlten Bereiche auf dem Substrat im Reaktionsraum zu 
entfernen. Ein Monomer wird durch den Reaktionsraum gepumpt 
oder auf andere Weise mit dem Substrat in Kontakt gebracht 
und reagiert mit den von den Schutzgruppen befreiten 
Bereichen. Indem Schutzgruppen auf Bereichen des Substrats 
selektiv entfernt und vorbestimmte Monomere durch den 
Reaktionsraum geleitet werden, konnen gewunschte Polymere an 
bestimmten Stellen synthetisiert werden. 

Verbesserte Nachweisvorrichtungen und -verfahren 
werden ebenfalls beschrieben. Das Nachweisverfahren und die 
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Nachweisvorrichtung betreffen ein Substrat, das eine 
Vielzahl von Polymersequenzen an bestimmten Stellen seiner 
OberflSche aufweist. Das Substrat wird gegen einen Fluo- 
reszenz-markierten Rezeptor exponiert, der eine oder mehrere 
der Polymersequenzen bindet. Das Substrat wird zur 
Identifizierung von Stellen , an denen eine Bindung erfolgt 
ist, in eine mikroskopische Nachweisvorrichtung gegeben. Die 
mikroskopische Nachweisvorrichtung schlieBt eine monochro- 
matische oder polychrcpatische Lichtquelle ein, urn das Sub- 
strat zu bestrahlen, das heiBt, urn f luoreszierendes Licht 
voia Substrat nachzuweisen und eine Stelle mit fluores- 
zierendem Licht festzustellen. Die Nachweisvorrichtung fOr 
f luoreszierendes Licht auf dem Substrat kann in einigen 
Ausfiihrungsformen einen PhotonenzShler einschlieBen. Die 
Vorrichtung zur Feststellung einer Stelle mit fluores- 
zierendem Licht kann einen x/y-Positioniertisch ftir das 
Substrat einschlieBen. Die Verschiebung des ObjekttrSgers 
und die Datensammlung werden durch einen geeignet pro- 
grammierten digitalen Computer aufgezeichnet und verwaltet. 

Ein besseres Verstandnis der Natur und der Vorteile 
der hier beschriebenen Erf indungen kann durch Bezugnahme auf 
den Rest der Beschreibung und der beigefiigten Figuren 
erhalten werden* 

Kurze Beschreibung der Ficruren 

Fig* 1 zeigt die Maskierung und Bestrahlung eines 
Substrats an einer ersten Stelle* Das* Substrat ist im 
Querschnitt dargestellt* 

Fig. 2 zeigt das Substrat nach dem Anknupfen eines 
Monomers "A" • 

Fig. 3 zeigt die Bestrahlung des Substrats an einer 
zweiten Stelle. 

Fig. 4 zeigt das Substrat nach dem Anknupfen des 
Monomers "B" . 

Fig. 5 zeigt die Bestrahlung des Monomers W A W . 

Fig. 6 zeigt das Substrat nach dem zweiten Anknupfen 
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von u B n • 

Fig. 7 zeigt ein vollstSndiges Substrat. 

Figuren 8A und 8B zeigen alternative Ausfiihrungs- 
formen eines Reaktionssystems zur Bildung einer Vielzahl von 
Polymeren auf einem Substrat. 

Fig. 9 zeigt eine Nachweisvorrichtung zur Loka- 
lisierung von Stellen mit f luoreszierenden Markern auf dem 
Substrat. 

Figuren 10A bis, 10M zeigen das Verfahren, wie es zur 
Produktion der Trimere aus den Monomeren W A M und "B" verwen- 
det wird. 

Figuren 11A und 11B sind Fluoreszenzspuren fiir Stan- 
dardfluoreszenzkfigelchen. 

Figuren 12A und 12B sind Fluoreszenzkurven ftir NVOO 
Objekttrager, die nicht bestrahlt bzw. dem Licht exponiert 
worden sind. 

Figuren 13A und 13B zeigt die Bildung eines 
ObjekttrSgers mit einem Damebrettmuster von YGGFL und GGFL, 
die markierten Herz-Antikorpern exponiert werden, und 

Figuren 14A und 14B zeigen die Karte der sechzehn 
Sequenzen, die auf zwei unterschied lichen Ob j ekttragern aus 
Glas synthetisiert worden sind. 

Genaue Beschreibuna der bevo rzucrten AusfflhrunasforTn^ . 

Inha 1 1 s ver ze ichn i s 



I. Glossar 
II. Allgemeine Beschreibung 
III. Polymersyn these 
IV. Details einer Aus fiihrungs form 

eines Reaktionssystems 
V. Details einer Ausfiihrungsform 
eines Fluoreszenznachweissystems 
VI. Nachweis der relativen Bindungsstarke 
von Rezeptoren 
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und PGGFL 
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I, Glossar 

Die nachstehend beschriebenen Begriffe sollen die 
folgenden, hier verwendeten allgemeinen Bedeutungen besit- 
zen: 

1 . Komplementar: Bezeichnet die topologische Kompa- 
tibilitat oder das „ Zusammenpassen von miteinander in 
Wechselwirkung tretenden Oberflachen eines Ligandenmolekiils 
und seines Rezeptors. Daher konnen der Rezeptor und sein 
Ligand a Is komplementSr beschrieben verden, und aufierdem 
sind die Eigenschaf ten der Kontaktoberf lachen komplementSr 
zueinander. 

2 . Epitop: Der Teil eines Antigenmolekiils, der den 
Bereich der Wechselwirkung mit der Unterklasse von als 
Antikorper bezeichneten Rezeptoren darstellt. 

3. Ligand; Ein Ligand ist ein Molektil, das durch 
einen bestimmten Rezeptor erkannt wird. Beispiele von 
Liganden, die durch diese Erfindung untersucht werden kSn- 
nen, schlieBen Agonisten ein und Antagonisten fur Zell- 
membranrezeptoren, Toxine und Gifte, virale Epitope, Hormone 
(z. B. Opiate, Steroide, etc*)/ Hormonrezeptoren / Peptide, 
Enzyme, Enzymsubstrate , Cof aktoren, Arzneimittel , Lectine, 
Zucker, Oligonucleotide, NucleinsSuren, Oligosaccharide, 
Proteine und monoclonale Antikorper, ohne jedoch darauf 
beschrankt zu sein. 

4 . Monomer: Ein Bestandteil des Satzes von kleinen 
Molekulen, der unter Bildung eines Polymers zusammengefiigt 
werden kann. Der Satz von Monomeren schlieBt beispielsweise 
den Satz von ub lichen L-Aminosauren, den Satz von D- 
AminosMuren, den Satz von synthetischen AminosSuren, den 
Satz von Nucleotiden und den Satz von Pentosen und Hexosen 
ein, ohne jedoch darauf beschrankt zu sein. Wie hier 
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vervendet, bezeichnet der Begriff Monomer jeden Bestandtcil 
eines Basissatzes zur Synthese eines Polymers. Dimere von L- 
Aminosauren bilden beispielsweise elnen Basissatz von 400 
Monomeren zur Synthese von Polypeptides Unterschiedliche 
BasissStze von Monomeren konnen in nacheinander durchge- 
fOhrten Schritten zur Synthese eines Polymers verwendet 
werden. 

5. Peptid: Ein. Polymer, in dem die Monomere alpha- 
Aminosauren sind und durch Amidbindungen zusammengehalten 
werden, und das alteraativ als Polypeptid bezeichnet wird. 
Im Zusammenhang mit dieser Beschreibung soli darauf hinge- 
viesen werden, daB das optische L- Oder D-Isomer der 
AminosSuren verwendet werden kann. Peptide weisen eine Lange 
von mehr als zwei und hSufig mehr als 20 AminosSuremonomere 
auf. Es werden die Standardabkiirzungen fiir Aminosauren (z. 
B. P fiir Prolin) verwendet. Fiir diese Abkiirzungen vgl, 
Stryer, Biochemistry 3. Aufl. (1988), die hier durch Bezug- 
nahme fiir alle Zwecke eingeschlossen ist. 

6. Strahlung: Energie, die selektiv verwendet werden 
kann, wobei Energie mit einer Wellenlange von 10~ 14 bis 10 4 
Metern , sowie beispielsweise Elektronenstrahlung , Gamma- 
strahlung , Rontgenstrahlung , ultraviolette Strahlung , 
sichtbares Licht , Inf rarotstrahlung , Milcrowel lenstrahlung 
und Radiowellen eingeschlossen sind. Bei einer _ w Bes t rah lung " 
wird eine Strahlung auf eine Oberflache gerichtet, 

7. Rezeptor; Ein Molekul, das eine AffinitSt fttr 
einen bestimmten Liganden aufweist. Die Rezeptoren konnen 
natfirlich vorkommen oder synthetisch hergestellt sein. sie 
konnen auBerdem in ihrem unverSnderten Zustand oder als 
Aggregate mit anderen Molekulen verwendet werden. Die 
Rezeptoren konnen kovalent oder nichtkovalent an einen bin- 
denden Bestandteil entweder direkt oder mittels einer 
spezifisch bindenden Substanz gebunden werden. Beispiele von 
Rezeptoren, die in dieser Erfindung verwendet werden konnen. 
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sind, jedoch ohne Beschrankung darauf, AntikSrper, Zell- 
membranrezeptoren, monoclonale Antikorper und Antiseren, die 
mit spezifischen antigenen Determinanten reagieren (bei- 
spielsweise mit Viren, Zellen oder anderen Materialien) , 
Arzneimittel, Polynucleotide, NucleinsSuren, Peptide, Co- 
faktoren, Lectine, Zucker, Polysaccharide, Zellen, Zell- 
membranen und Organellen. Die Rezeptoren verden im stand der 
Technik gelegentlich als Antiliganden bezeichnet. Der 
Begriff Rezeptor hier ^mit der gleichen Bedeutung vervendet. 
Ein "Ligand-Rezeptor-Paar" bildet sich, wenn zwei Makro- 
molektile durch molekulare Erkennung unter Bildung eines 
Komplexes kombiniert verden. 

Weitere Beispiele von Rezeptoren, die mit dieser 
Erfindung untersucht werden konnen, sind, jedoch ohne 
Beschrankung darauf: 

a) Mikroorcranismus-Rezeptoren : Die Ermittlung von 
Liganden, die an Rezeptoren binden, beispielsweise an 
spezifische Transportproteine oder -enzyme, die fttr das 
Oberleben der Mikroorganismen essentiell sind, kann zur 
Entwicklung einer neuen Klasse von Antibiotika verwendet 
verden. Von besonderem Wert sind Antibiotika gegen 
opportunistische Pilze, Protozoen und Bakterien, die gegen 
die gegenvartig verwendeten Antibiotika resistent sind. 

b) Enzyme ; Beispielsweise die Bindungsstelle von 
Enzymen, beispielsweise die Enzyme, die fur die Spaltung von 
Neurotransmitters verantwortlich sind; Bestimmung von 
Liganden, die bestimmte Rezeptoren binden, wobei die Wirkung 
der Enzyme, die die unterschiedlichen Neurotransmitter 
spalten, moduliert wird, kann zur Entwicklung von Arz- 
neimitteln verwendet verden, die zur Behandlung von 
Storungen der Neurotransmission vervendet verden konnen. 

c) Antikorper: Beispielsveise kann die Erfindung fttr 
die Untersuchung der Ligand-Bindungsstelle auf dem Antikor- 
permolekiil, die das Epitop eines bestimraten Antigens bindet, 
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nutzlich sein; durch die Bestimmung einer einem antxgenen 
Epitop nachgebildeten Seguenz kSnnen Impfstoffe, die eine 
Oder mehrere dieser Sequenzen des Immunogens en thai ten, oder 
verwandte diagnostische Wirkstoffe oder Verbindungen ent- 
wickelt werden, die fUr therapeutische Behandlungen ntttzllch 
sind, beispielsweise fur Autoimmunkrankheiten (z. B. durch 
Blockierung der Bindung der eigenen Antikorper) . 

d) MMP.iginsMurent Nucleinsauresequenzen konnen zur 
Herstellung von DNA- oder RNA-bindenden Sequenzen syntheti- 
siert werden. 

e) ^l yf^ha P oivn^ntide: Polymere, vorzugsweise 
Polypeptide, die eine chemische Umsetzung fordem konnen, in 
der ein oder mehrere Reaktanten in ein oder mehrere Produkte 
umgewandelt werden. Derartige Polypeptide schlieBen (ibli- 
cherweise eine Bindungsstelle ein, die fOr mindestens einen 
Reaktanten oder ein Reaktionszwischenprodukt spezifisch ist, 
und einen aktiven funktionellen Nachbarn zur Bindungsstelle, 
dessen Wirkung den gebundenen Reaktanten chemisch modifi- 
zieren kann. Katalytische Polypeptide werden beispielsweise 
in der US-Anmeldung mit der fortlaufenden Mr. 404,920, be r 
schrieben, die hier durch Bezugnahme fiir alle Zwecke einge- 
schlossen ist. 

f) rri1 T -P^^oren: Beispielsweise die Rezeptoren 
fur insulin und das Wachstumshormon. Die Ermittlung der 
Liganden, die mit hoher Affinitat einen Rezeptor binden, 
Xann beispielsweise zur Entwicklung eines oralen Ersatzes 
fiir die taglichen Injektionen, die Diabetiker zur Linderung 
der Symptome von Diabetes einnehmen mUssen, und im anderen 
Fall eines Ersatzes fur das seltene menschliche Wachstums- 
hormon verwendet werden, das nur von Leichen oder durch DNA- 
Rekombinationsverfahren erhalten werden kann. Weitere 
Beispiele sind die vasokonstriktiven Hormon-Rezeptoren; 
durch eine Ermittlung der Liganden, die einen Rezeptor 
binden, konnen Arzneimittel zur Kontrolle des Blutdrucks 
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entwickelt werden. 

g) Ooiat-Rezeptoren : Durch die Ermittlung von Ligan- 
den, die die Opiat-Rezeptoren im Gehirn binden, kfinnen 
veniger siichtig machende Ersatzstoffe fflr Morphium und ver- 
wandte Drogen entwickelt verden. 

8. Substrat: Ein Material mit einer festen oder halb- 
festen Oberflache. . In vielen AusfOhrungsformen ist 
mindestens eine OberflSche des Substrats im wesentlichen 
flach, obwohl es in einigen AusfOhrungsformen wflnschenswert 
sein kann, die Synthesebereiche fiir verschiedene Polymere 
beispielsweise durch Vertiefungen, erhohte Bereiche, kantige 
Rillen oder ahnliches physikalisch 2U trennen. GemSB anderen 
AusfOhrungsformen kann die Oberflache kleine KOgelchen auf- 
weisen, die nach AbschluB der Synthese freigesetzt werden 
konnen. 

9. Schutzoruppe: Ein Material, das an die 
Monomereinheit gebunden und nach der selektiven Exponierung 
gegen einen Aktivator, beispielsweise elektromagnetische 
Strahlung, raumlich entfernt werden kann. Beispiele fOr 
Schutzgruppen, die hier nOtzlich sind # sind Nitroveratryl- 
oxycarbonyl , Nitrobenzyloxycarbony 1 , Dimethy ldimethoxyben- 
zyloxycarbony 1 , 5-Br6m-7-nitroindolinyl , o-Hydroxy-a- 
methylcinnamoyl und 2-0xymethylenanthrachinon. Weitere Bei- 
spiele fttr Aktivatoren sind Ionenstrahlen, elektrische Fel- 
der, magnetische Felder, Elektronenstrahlen, Rontgenstrah- 
len, etc. . 

10. Vorbestimmter Bereich; Ein vorbestimmter Bereich 
ist ein lokalisierter Bereich auf der OberflSche, der zur 
Bildung eines Polymers aktiviert ist, war oder werden soli. 
Der vorbestimmte Bereich kann jede geeignete Form, z. B. 
eine kreisformige, rechteckige, elliptische, keilformige, 
etc., aufweisen. Zur Abk0r2ung werden hier "vorbestimmte 
Bereiche" gelegentlich einfach als "Bereiche" bezeichnet. 
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11 • la wesentlichen r^^p? es wird davon ausgegangen, 
dafl ein Polymer innerhalb eines vorbestimmten Bereichs eines 
Substrata "in wesentlichen rein- ist, wenn er Eigenschaften 
zeigt, die inn von anderen vorbestimmten Bereichen unter- 
scheiden. Cblicherweise wird die Reinheit im Hinblick auf 
die biologische Aktivitat oder Funktion als Ergebnis einer 
einheit lichen Seguenz gemessen. Derartige Eigenschaften 
werden ttblicherweise durch Bindung an einen ausgewShlten 
Liganden oder Rezeptor ermittelt. 

II. Allgemeine Beschreibun g 

Die vorliegende Erfindung stellt Verfahren und eine 
Vorrichtung zur Herstellung und Verwendung eines Substrats 
bereit, das zahlreiche Polymersequenzen in vorbestimmten 
Bereichen aufweist. Die Erfindung wird hier primar im 
Hinblick auf die Herstellung von Molekiilen beschrieben, die 
AminosSuresequenzen enthalten, sie kann jedoch auch zur 
Herstellung von anderen Polymeren verwendet werden. Bei- 
spiele filr derartige Polymere sind sowohl lineare als auch 
zyklische Polymere von NucleinsSuren, Polysaccharideri, 
Phospholipiden und Peptiden, die entweder a-, A- oder 10 - 
Aminosauren aufweisen, Heteropolymere, in denen ein bekannr 
tes Arzneimittel kovalent an jede der vorstehend be- 
schriebenen Verbindungen gebunden ist, Polyurethane, Poly- 
ester, Polycarbonate, Polyharnstoffe, Polyamide, Poly- 
ethylenimine, Polyarylensulf ide, Polysiloxane, Polyimide, 
Polyacetate oder andere Polymere, die in dieser Zusaa- 
menfassung der Erfindung beschrieben werden. In einer 
bevorzugten Ausftlhrungsform wird die hier beschriebene 
Erfindung zur Synthese von Peptiden verwendet. 

Das hergestellte Substrat kann beispielsweise fur das 
Screening einer Vielzahl von Polymeren als Liganden auf eine 
Bindung mit einem Rezeptor verwendet werden, obwohl es er- 
kennbar ist, daB die Erfindung auch zur Synthese eines 
Rezeptors zur Bindung mit einem Liganden verwendet werden 
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kann. Das hier beschriebene Substrat weist 2ahlreiche andere 
Verwendungen auf. Die hier beschriebene Erfindung kann bei- 
spielsweise zur Ermittlung von Peptid- und NucleinsSure- 
sequenzen, die Proteine binden, 2ur Suche nach Sequenz- 
spezifisch bindenden Arzneimitteln, Identif izierung von 
.durch Antikorper erkannten Epitopen und Bewertung zahl- 
reicher Arzneimittel fttr klinische und diagnostische Ver- 
wendungen sowie Kombinationen des vorstehend beschriebenen 
verwendet werden. 

Die Erfindung betrifft vorzugsweise die Verwendung 
eines Substrats «S" mit einer Oberflache. Die Linkermolekttle 
W L" werden gegebenenfalls auf einer OberflSche des Substrats 
bereitgestellt. Die Linkermolektile sollen in einigen Aus- 
ffihrungsf ormen die Rezeptorerkennung der synthetisierten 
Polymere erleichtern. 

Die Linkermolekttle konnen zur Aufbewahrung gege- 
benenfalls chemisch geschfitzt werden. Eine chemische 
Schutzgruppe, wie beispielsweise t-BOC (t-Butoxycarbonyl) , 
zur Aufbewahrung kann in einigen AusfOhrungsformen verwendet 
werden , Derartige chemische Schutzgruppen konnen nach einer 
Exponierung gegen beispielsweise eine saure Losung chemisch 
entf ernt werden , sollen die Oberflache wahrend der Auf- 
bewahrung schutzen und werden vor der Herstellung des 
Polymers entf ernt* 

Das Substrat oder ein distales Ende der Linker- 
molekiile weist eine funktionelle Gruppe mit einer Schutz- 
gruppe P 0 auf. Die Schutzgruppe P 0 kann durch Bestrahlung 
entf ernt werden. 

In einer bevorzugten Ausftthrungsf orm wird ultravio- 
lette (UV) oder infrarote (IR) strahlung oder sichtbares 
Licht verwendet. In weiteren alternativen Ausfuhrungsf ormen 
konnen Ionenstrahlen , Elektronenstrahlen, etc . verwendet 
werden, urn die Schutzgruppe zu entfernen. 

In einigen AusfOhrungsformen sind die exponierten 
Bereiche und damit der Bereich, auf dem jede einzelne 
Polymersequenz synthetisiert wird, kleiner als etwa 1 cm 2 
oder kleiner als 1 mm 2 . In bevorzugten Ausftthrungsf ormen ist 
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der exponierte Bereich kleiner als etwa 10 000 fim 2 oder 
stSrker bevorzugt kleiner als 100 m 2 und kann in einigen 
Ausflihrungsformen sogar die Bindungsstelle fttr ein einzelnes 
Molektll umfassen. Innerhalb dieser Bereiche wird jedes 
Polymer vorzugsveise in einer in wesentlichen reinen Form 
synthetisiert. 

Gleich2eitig mit oder nach der Bestrahlung eines be- 
stimmten Bereichs des Substrats wird die OberflSche mit ei- 
ner ersten Monomereinheit Mi, die mit der funktionellen 
Gruppe reagiert, die durch den Schritt der Entfemung der 
Schutzgruppe exponiert worden war, in Kontakt gebracht. Das 
erste Monomer schlieBt eine Schutzgruppe P x ein. P x kann 
oder kann nicht die gleiche Schutzgruppe wie P Q sein. 

Daher kSnnen nach einem ersten Zyklus bekannte erste 
Bereiche der Oberf lache die Sequenz 

umfassen, wahrend unveranderte Bereiche der Ober- 
f lache die Sequenz 

S-L-P 0 

umfassen. AnschlieBend werden zweite Bereiche der 
OberflSche (die den ersten Bereich einschlieBen konnen) dem 
Licht ausgesetzt und mit einem zweiten Monomer M 2 (der das 
gleiche oder nicht das gleiche Monomer wie Mi sein kann) mit 
einer Schutzgruppe P 2 in Kontakt gebracht. P 2 kann die 
gleiche oder nicht die gleiche Schutzgruppe wie p 0 und P 2 
sein. Nach diesem zweiten Zyklus kSnnen verschiedene Berei- 
che des Substrats eine oder mehrere der nachstehenden Se- 
guenzen umfassen: 

S-L-MJ.-M2-P2 
S-L-M2-P2 

S-L-M1-P1 und/oder 
S-L-P 0 . 



20 



Das vorstehende Verfahren wird wiederholt bis das 
Substrat die gewQnschten Polymere der gewiinschten Langen 
einschliefit. Durch eine Kontrolle der Stellen des Substrats, 
die dem Licht exponiert werden, und der Reagenzien, denen 
das Substrat nach der Exponierung ausgesetzt wird, ist die 
Stelle jeder Sequenz bekannt. 

AnschlieBend werden die Schutzgruppen von einem Teil 
Oder dem gesamten Substrat entfernt und die Sequenzen gege- 
benenfalls mit einer Einheit c am Ende versehen. Das 
Verfahren fiihrt zu einem Substrat, das eine Oberflache mit 
einer Vielzahl von Polymeren der nachstehenden allgemeinen 
Forme 1 

S-[L]-(Mi)-(Mj)-M k ) ... (M X )-[C] 

aufweist, in der durch eckige Klammern optionale 
Gruppen angezeigt werden und ... M x beliebige 

Monomersequenzen anzeigen. Es kann eine unterschiedliche 
Zahl von Monomeren verwendet werden, in einer bevorzugten 
AusfCihrungsform sind es jedoch zwischen 2 und 100. 

In einigen Ausfiihrungsformeh enthalt eine Vielzahl 
von Stellen auf den Substrat-Polymeren eine gemeinsame* 
monomere Subsequenz. Es kann beispielsweise erwiinscht sein f 
eine Seguenz S-M1-M2-M3 an ersten Stellen und eine Seguenz 
S-M4-M2-M3 an zweiten Stellen zu synthetisieren. Das Ver- 
fahren beginnt mit der Bestrahlung der ersten Stellen, 
wonach Mi-P eingesetzt wird, urn an der ersten Stelle 
die Sequenz S-Mx-P zu erhalten. Die zweiten Stellen werden 
anschlieBend bestrahlt und mit M 4 -P in Kontakt gebracht, urn 
an zweiten Stellen die Sequenz S-M4-P zu erhalten. An- 
schlieBend werden sowohl die ersten als auch die zweiten 
Stellen bestrahlt und mit dem Dimer M2-M3 in Kontakt 
gebracht, urn an den ersten Stellen die Sequenz S-M!-M2~ M 3 
und an den zweiten Stellen S-M4-M2-M3 zu erhalten. Es konnen 
selbstverstandlich gemeinsame Unter sequenz en von jeder Lange 
verwendet werden, wobei sie etwa 2 oder roehr Monomere, 2 bis 
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100 Monomere, 2 bis 20 Monomere und am stSrksten bevorzugt 
etva 2 bis .3 Monomere einschlieBen* 

Gemafi anderen Ausfiihrungsformen wird ein Satz von 
Masken filr die erste Monomerschicht verwendet, und an- 
schliefiend werden verschiedene Wellenlangen des Lichts zur 
selektiven Entfernung der Schutzgruppen verwendet. Im vor- 
stehend beschriebenen Verfahren werden beispielsweise die 
ersten Bereiche zuerst durch eine Maske bestrahlt und mit 
eineia ersten Monomer umgesetzt, das eine erste Schutzgruppe 
Pi aufweist, die durch Bestrahlung mit Licht einer ersten 
WellenlSnge (z. B. IR) entfernt werden kann. Zweite Bereiche 
werden mit einem zweiten Monomer, das eine zweite Schutz- 
gruppe P 2 aufweist, die durch Bestrahlung mit Licht einer 
zweiten WellenlSnge (z. B. UV) entfernt werden kann, 
maskiert und umgesetzt. AnschlieBend sind die Masken zur 
Synthese nicht mehr erforderlich, da das gesamte Substrat 
abwechselnd mit Licht der ersten und zweiten WellenlSnge im 
Zyklus der Entfernung der Schutzgruppen bestrahlt werden 
kann. 

Die gemafi den vorstehend beschriebenen Verfahren auf 
einem Substrat hergestellten Polymere konnen vielfSltig 
verwendet werden, wobei beispielsweise das Screening auf 
eine biologische Aktivitat eingeschlossen ist. In derartigen 
Screening-Aktivitaten wird das die Sequenzen enthaltende 
Substrat gegen einen nichtmarkierten oder markierten Rezep- 
tor, wie beispielsweise gegen einen Antikorper, Rezeptor auf 
einer Zelle, ein Phospholipidvesikel Oder einen von einer 
Vielzahl anderer Rezeptoren, exponiert. In einer bevorzugten 
AusfOhrungsform werden die Polymere gegen einen gewunschten 
ersten- nichtmarkierten Rezeptor und anschliefiend gegen ein 
markiertes Rezeptor-spezif isches Erkennungselement, das 
beispielsweise ein Antikorper sein kann, exponiert. Dieses 
Verfahren erhoht im Nachweisstadium die Signalwirkung. 

Die Rezeptormolekiile konnen ein oder mehrere Polymere 
auf dem Substrat binden. Die Gegenwart des markierten 
Rezeptors und somit die Gegenwart einer Sequenz, die den 
Rezeptor bindet, wird in einer bevorzugten AusfOhrungsform 
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unter Verwendung der Autoradiographic, der Fluoreszenz xnit 
einer Entladungs-gekuppelten Vorrichtung, einem Fluores- 
zenzmikroskop, etc, nachgewiesen. Die Sequenz des Polymers 
an den Stellen, an denen die Rezeptorbindung nachgeviesen 
wird, kann verwendet werden, uia die gesamte oder einen Teil 
einer zum Rezeptor komplementSren Sequenz zu ermitteln. 

Die Verwendung der hier beschriebenen Erfindung wird 
primSr im Hinblick auf das Screening auf eine biologische 
Aktivitat erlautert. pie Erfindung weist jedoch zahlreiche 
andere Verwendungen auf. Die Erfindung kann beispielsweise 
zur Speicherung von Information (z. B. auf optischen Plat- 
ten) , Herstellung von molekularen elektronischen Vorrich- 
tungen, Herstellung von stationaren Phasen fiir Trennungs- 
verfahren, Herstellung von Farbstoffen und Wirkstoffen zur 
Aufhellung, fur die Photographie und zur Immobilisierung von 
Zellen, Proteinen, Lectinen, NucleinsSuren, Polysaccharide^ 
etc. in Mustern auf einer Oberflache mittels der molekularen 
Erkennung von spezifischen Polymerseguenzen vervendet wer- 
den. Durch Synthese der gleichen Verbindung in benachbarten, 
wachsend unterschiedlichen Konzentrationen wird ein Gradient 
etabliert, urn eine Chemotaxis zu kontrollieren oder 
diagnostische Tauchstabchen zu entwickeln, die beispiels- 
weise einen Antikorper gegen eine steigende Menge Antigen 
titrieren. Durch eine Synthese von mehreren katalytischen 
Molekiilen in engster Nachbarschaft kSnnen durch eine 
"koordinierte Immobilisierung M Umwandlungen, fttr die viele 
Schritte erforderlich sind, effizienter durchgefiihrt werden. 
Die koordinierte Immobilisierung kann auch fiir Elektronen- 
Transfersysterae, sowie zur Bereitstellung sowohl von struk- 
tureller Integritat als auch anderer gewttnschter Eigen- 
schaften an Materialien, beispielsweise Schmierung, Benet- 
zung, etc., vervendet werden. 

GemaB alternativer Ausfiihrungsfonnen konnen die bio- 
logische Verteilung der Molekiile oder pharmakokinetische 
Eigenschaften untersucht werden. Beispielsweise konnen zur 
Ermittlung der Resistenz gegen Darm- oder Serum-Proteasen 
die Polymere mit einer f luoreszierenden Markierung versehen 
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und gegen bestimmte biologische Fliissigkeiten exponiert 
werden. 

Ill . Polvmersvnthese 

Fig. 1 erlautert eine hier beschriebene erfin- 
dungsgemaBe Ausfiihrungsform, in der ein Substrat 2 im Quer- 
schnitt gezeigt ist. Im wesentlichen kann in der Erfindung 
jedes denkbare Substrat verwendet werden. Das Substrat kann 
biologisch, nichtbiologisch, organisch, anorganisch Oder 
eine Kombination davon sein, wobei es als Partikel, StrSnge, 
NiederschlSge, Gele, Schichten, Rohre, Kugelchen, BehSlter, 
Kapillaren, Bausche, Scheiben, Filme, Platten, Spangen, etc* 
vorkommt. Das Substrat kann jede geeignete Form aufweisen, 
beispielsweise eine Scheibe, ein Viereck, Kugelchen, Kreis 
etc. sein. Das Substrat ist vorzugsweise flach, kann jedoch 
zahlreiche alternative Oberflachenkonfigurationen aufweisen. 
Das Substrat kann beispielsweise erhohte oder vertiefte 
Bereiche zur Synthese aufweisen. Das Substrat und seine 
OberflSche bilden vorzugsweise einen festen TrSger, auf dem 
die hier beschriebenen Umsetzungen durchgeflihrt werden. Das 
Substrat und seine OberflSche werden auBerdem so ausgewahlt, 
daB sie geeignete Licht-absorbierende Eigenschaften aufwei- 
sen. Das Substrat kann beispielsweise ein polymer is ierter 
Langmuir-Blodgett-Film, f unktionalisiertes Glas , Si , Ge # 
GaAs, GaP, Si0 2 , SiN 4 , ein modif iziertes Silikon oder eines 
von zahlreichen Gelen oder Polymeren, beispielsweise 
(Poly) tetraf luorethylen, (Poly) vinylidendif luorid, Poly- 
styrol, Polycarbonat oder Kombinationen davon, sein. Weitere 
Substratmaterialien werden fiir den Fachmann nach der 
Lektttre dieser Beschreibung ersichtlich sein. In einer 
bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Substrat flaches Glas 
oder eine einkristalline Silikonschicht mit reliefartigen 
Oberflachenstrukturen von weniger als 10 

Gemafi einigen AusfQhrungsformen wird die OberflSche 
des Substrats unter Verwendung von ttblichen Verfahren mit 
Kanten versehen, urn die gewttnschten Oberflachenkonturen be- 
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reitzustellen. Durch Bildung von Rillen, V-Rinnen, Tafel- 
strukturen, etc. konnen die Synthesebereiche beispielsweise 
nSher an Brennpunkt des einfallenden Lichts liegen, mit 
reflektierenden w Spiegel"-Strukturen zur Maximierung der 
Lichtsammlung aus f luoresz ierenden Que lien ausgestattet 
sein / etc. • 

Die OberflMchen auf dem festen Substrat verden iibli- 
cherweise, jedoch nicht immer, aus dem gleichen Material wie 
das Substrat bestehen. Daher kann die Oberflache aus einem 
von einer Vielzahl von Materialien bestehen, beispielsweise 
aus Polymeren , Plas t ikprodukten , Harzen , Polysacchariden , 
Kieselgel oder Materialien auf Kieselgel-Grundlage, Kohlen- 
stoff , Metallen, anorganischen GlSsern, Membranen oder einem 
der vorstehend beschriebenen Substratmaterialien. Die Ober- 
flache wird vorzugsweise reaktive Gruppen, beispielsweise 
Carboxyl-, Amino-, Hydroxy Igruppen etc. , enthalten. Die 
Oberflache ist am stSrksten bevorzugt optisch transparent 
und weist Si-OH-Funktionen auf, beispielsweise wie bei 
Siliziumdioxidoberf lachen* 

Die Oberflache 4 des Substrats weist vorzugsweise 
eine Schicht der Linkermolekiile 6 auf, obwohl es selbstver- 
standlich ist, daB die Linkermolekiile keine Elemente dar- 
stellen, die erf indungsgemaB erforderlich sind. Die Linker- 
molekiile weisen vorzugsweise eine ausreichende Lange auf T 
damit Polymere in einem vollstSndigen Substrat frei mit den 
gegen das Substrat exponierten Molekiilen in Wechselwirkung 
treten konnen. Die Linkermolekiile weisen eine Lange von 6 
bis 50 Atome auf, urn eine ausreichende Exponierung zu 
ermoglichen. Die Linkermolekiile konnen beispielsweise Aryl- 
acetylen, 2 bis 10 monomere Einheiten enthaltende Ethylen- 
glycol-Oligomere, Diamine,, Disauren, AminosSuren oder Kom- 
binationen davon sein. Es konnen andere Linkermolekiile im 
Zusammenhang mit dieser Beschreibung verwendet werden. 

GeraaB alternativen Ausftthrungsforraen werden die 
Linkermolekiile aufgrund ihrer hydrophilen/hydrophoben 
Eigenschaften ausgewahlt, urn die Present ierung von synthe- 
tisierten Polymeren fiir bestimmte Rezeptoren zu verbessern. 
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Bei einem hydrophilen Re 2 ep tor werden beispielsweise hydro- 
phile Linkermolekiile bevorzugt, damit sich der Rezeptor dem 
synthetisierten Polymer starker nShern kann. 

GemSB einer anderen alternativen Ausfdhrungsform 
weisen Linkermolekiile auBerdem eine durch Bestrahlung ent- 
fernbare Gruppe an einem 2wischenbereich auf. Die durch 
Bestrahlung en t fernbare Gruppe wird vorzugsweise bei einer 
von der Schutzgruppe abweichenden WellenlSnge abgespalten. 
Dies ermoglicht die Entfernung der verschiedenen Polymere 
nach Abschlufl der Synthese durch Bestrahlung mit Licht un- 
terschiedlicher WellenlSngen. 

Die Linkermolekiile kSnnen mittels Kohlenstoff-Koh- 
lenstoff-Bindungen unter Verwendung von beispielsweise 
(Poly) trifluorchlorethylenoberf lachen oder vorzugsweise 
durch Siloxanbindungen (unter Verwendung von beispielsweise 
Glas- oder Siliziumoxidoberf lachen) an das Substrat gebunden 
sein. Die Siloxanbindungen mit der OberflMche des Substrats 
konnen in einer Ausfiihrungsform durch Umsetzungen von 
Trichlorsilylgruppen tragenden Linkermolekiilen gebildet 
werden. Die Linkerraolektile konnen gegebenenfalls in einer 
geordneten Reihenfolge, d. h., als Telle der Kopfgruppen in 
einem polymer is ierten Langmuir-Blodgett-Film, gebunden sein. 
In alternativen Ausfxihrungsformen sind die Linkermolekiile an 
der OberflMche des Substrats adsorbiert. 

Die hier verwendeten Linkermolekiile und Monomere 
weisen eine funktionelle Gruppe auf, an die eine Schutz- 
gruppe gebunden ist. Die Schutzgruppe ist vorzugsweise am 
distalen Ende oder Terminus des Linkermolekiils gegeniiber dem 
Substrat. Die Schutzgruppe kann entweder eine negative 
Schutzgruppe (d. h. , die Schutzgruppe vermindert die Reak- 
tionsbereitschaft der Linkermolekiile bei einer Exponierung 
gegen ein Monomer) oder eine positive Schutzgruppe (d. h., 
die Schutzgruppe erhoht die Reaktionsbereitschaf t der Lin- 
kermolekiile bei einer Exponierung gegen ein Monomer) sein. 
Bei negativen Schutzgruppen ist ein weiterer Reakti- 
vierungsschritt erforderlich. In einigen Ausfiihrungsformen 
wird erhitzt. 
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Die Schutzgruppe auf den Linkermolektilen und den 
Monomeren kann aus einer Vielzahl von positiven, mit Licht 
reagierenden Gruppen ausgewahlt verden, die vorzugsweise ni- 
troaromatische Verbindungen, beispielsweise o-Nitroben- 
zylderivate, oder Benzylsulfonyl einschlieBen. In einer 
bevorzugten Ausfflhrungsform wird 6-Nitroveratryloxycarbonyl 
(NVOC), 2-Nitrobenzyloxycarbonyl (MBOC) oder a,a-Dimethyl- 
dimethoxybenzyloxycarbonyl (DDZ) verwendet. In einer Aus- 
fiihrungsform wird ein, Benzylwasserstoff in ortho-Stellung 
zur Nitro-Gruppe verwendet, d. h., eine Chemikalie der Form: 




in der R x ein Alkoxy- oder Alkylrest, ein Halogen- 
atom , ein Aryl- oder ein Alkenylrest oder ein Wasserstoff- 
atom, R 2 ein Alkoxy- oder Alkylrest, ein Halogenatom, ein 
Arylrest, eine Nitrogruppe oder ein Wasserstof fatom, R3 ein 
Alkoxy- oder Alkylrest, ein Halogenatom, eine Nitrogruppe, 
ein Arylrest, oder ein Wasserstoffatom, R 4 ein Alkoxy- oder 
Alkylrest, ein Wasserstoffatom, ein Arylrest, ein Halogen- 
atom Oder eine Nitrogruppe und R 5 ein Alkyl- oder Alkinyl- 
rest, eine Cyanogruppe, ein Alkoxyrest, ein Wasserstof f- 
oder Halogenatom; ein Aryl- oder Alkenylrest ist. Beispiele 
fur weitere verwendbare Materialien sind o-Hydroxy-cr- 
methylcinnamoyl-Derivate. Schutzgruppen, die durch Bestrah- 
lung entfernbar sind, werden beispielsweise von Patchornik, 
J. Am. Chem. Soc. 92 (1970), €333, und Amit et al. , J. Org. 
Chem. 39 (1974), 192, beschrieben, die hier durch Bezugnahme 
eingeschlossen sind. 

In einer alternativen AusfUhrungsform wird zur Um- 
setzung mit Reagenzien die positiv reaktive Gruppe in Losung 
aktiviert. Eine an ein Carbonyl gebundene 5-Brom-7- 
nitroindolin-Gruppe reagiert nach der Exponierung gegen 
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Licht bei 420 nm. 

In einer zweiten alternativen Ausfiihrungsform wird 
die reaktive Gruppe auf dem Linkermolekiil aus einer Vielzahl 
von negativen Licht-reaktiven Gruppen, die eine Cinnamat- 
gruppe einschlieSen, ausgewShlt. 

In einer anderen Ausfiihrungsform wird die reaktive 
Gruppe durch Elektronenstrahl-Lithographie , RSntgen-Litho- 
graphie oder mit einer anderen Strahlung aktiviert oder 
desaktiviert. Geeignete reaktive Gruppen 2ur Elektronen- 
strahl-Lithographie, schlieBen Sulf onylgruppen ein. Es kon- 
nen andere reaktive Gruppen und Aktivierungsverfahren im 
Zusammenhang mit dieser Erfindung verwendet werden. 

Wie in Fig. 1 dargestellt, werden die Linkermolekiile 
vorzugsweise beispielsveise durch eine geeignete Haske 8 mit 
Licht bestrahlt unter Verwendung von photolithographischen 
Verfahren der in der Halbleiterindustrie bekannten Art, die 
beispielsweise in Sze, VLSI Technology, McGraw-Hill (1983) 
und Mead et al., Introduction to VLSI Systems, Adjiison- 
Wesley (1980) , die hier durch Bezugnahme fiir alle Zwecke mit 
eingeschlossen sind, beschrieben sind. Das Licht kann entwe- 
der auf die die Schutzgruppen enthaltende OberflSche oder 
auf die RUckseite des Substrats gerichtet werden, sofern das 
Substrat fiir die zur Entfernung der Schutzgruppen 
erf order lichen Wellenlange des Lichts transparent ist. In 
der in Fig. 1 dargestellten Ausfiihrungsform wird Licht auf 
die Oberflache des die Schutzgruppen enthaltenden Substrats 
gerichtet. Fig. 1 erlautert die Verwendung derartiger Mas- 
kierungsverfahren, wie sie bei einer" positiv-reaktiven 
Gruppe verwendet werden, um das Linkermolekiil 2u aktivieren 
und funktionelle Gruppen in den Bereichen 10a und 10b zu 
exponieren. 

Die Maske 8 ist in einer Aus fuhrungs form eine trans- 
parente Materia lhalterung, die selektiv mit einer Schicht 
aus undurchsichtigem Material beschichtet ist. Teile des 
undurchsichtigen Materials werden entfernt, wobei undurch- 
sichtiges Material im auf der Substratoberf lache gewilnschten 
genauen Muster verbleibt. Die Maske wird, wie in Fig. 1 
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dargestellt, nahe an die OberflSche des Substrats gebracht, 
darauf projiziert Oder nit ihr direkt in Kontakt gebracht. 
w 6ffnungen M in der Maske entsprechen den Stellen auf dem 
Substrat, an denen die durch Bestrahlung entfernbaren 
Schutzgruppen vom Substrat entfernt werden sollen. Die Aus- 
richtung kann unter Verwendung von iiblichen Ausrichtungs- 
verfahren, in denen Ausrichtungsmarkierungen (nicht darge- 
stellt) verwendet werden, urn nachfolgende Masken genau fiber 
die zuvor erzeugten Muster zu legen, Oder komplizierteren 
Verfahren durchgefiihrt werden. Es konnen beispielsweise 
Interferometerverfahren verwendet werden, die beispielsweise 
von Flanders et al., in "A New Interf erometric Alignment 
Technique", App. Phys. Lett. 31 (1977), 426-428, beschrieben 
und hier durch Bezugnahme mit eingeschlossen sind. 

Zur Verbesserung des Kontrastes des bestrahlten Sub- 
strats ist es gemaB einigen Ausfiihrungsformen wfinschenswert, 
Kontrastverstarkungsmittel zwischen der Maske und dem 
Substrat bereitzustellen. Diese Kontrastverstarkungsschicht 
kann ein Molekiil umfassen, das durch Licht abgebaut wird, 
beispielsweise Chinondiazid, oder ein Material, das durch 
bestimmte Wellenlangen vorubergehend gebleicht wird. Das 
vorllbergehende Bleichen von Materialien ermoglicht in den 
Bereichen, in denen Licht verwendet wird, ein besseres 
Eindringen des Lichts, wodurch der Kontrast verbessert wird. 
In einer anderen Ausfiihrungsform kann die Verbesserung des 
Kontrastes mittels eines optischen Verbundf aserbUndels be- 
reitgestellt werden. 

Das Licht kann von einer Ublichen Gluhbirne, einem 
Laser, einer Laserdiode oder Shnlichem stamraen. Wenn nicht- 
ausgeblendete Lichtquellen verwendet werden, kann es wiin- 
schenswert sein, eine dick- oder vielschichtige Maske zu 
verwenden, urn eine Verteilung des Lichts auf dem Substrat zu 
verhindern. Es kann ferner in einigen Ausftihrungsformen 
wiinschenswert sein, zur Kontrolle der Synthese Gruppen zu 
verwenden, die fUr verschiedene WellenlSngen empfindlich 
sind. Durch Verwendung von Gruppen, die fttr verschiedene 
Wellenlangen empfindlich sind, ist es beispielsweise mog- 
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lich, Verzweigungspositionen bei der Synthese eines Polymers 
auszuwShlen oder best innate Maskierungsschritte zu eliminie- 
ren. Mehrere reaktive Gruppen zusammen mit ihren zur 
Entfernung der Schutzgruppen erforderlichen Wellenlangen 
sind in Tabelle 1 dargestellt. 

Tabelle 1 



Ungefahre Wellenl&nge 
zur Entfernung der 
Gruppe Schutzgruppen 



Nitroveratryloxycarbonyl (NVOC) 


UV 


(300- 


-400 


nm) 


Nitrobenzyloxycarbonyl (HBOC) 


UV 


(300- 


-350 


nm) 


Dimethyldimethoxybenzyloxycarbonyl 


UV 


(280- 


-300 


nm) 


5-Brom-7-nitroindolinyl 


UV 


(420 


nm) 




o-Hydroxy-a-methylcinnamoyl 


UV 


(300- 


-350 


nm) 


2-0xvmethvlenanthrachinon 


UV 


(350 


nm) 





Wahrend die Erfindung hier primXr unter Verwendung 
einer Maske zur Bestrahlung ausgewahlter Bereiche des 
Substrats erlautert wird, konnen auch andere Verfahren ver- 
wendet werden. Das Substrat kann beispielsweise unter einer 
modulierten Laser- oder einer Dioden-Lichtquelle verschoben 
werden. Derartige Verfahren sind beispielsweise im US-Patent 
Nr. 4,719,615 (Feyrer et al.)# das hier durch Bezugnahme 
eingeschlossen ist, beschrieben. In alternativen Aus- 
fiihrungsformen wird eine galvanometrische Laserabtast- 
vorrichtung verwendet. In anderen Ausffihrungsformen kann die 
Synthese auf oder im Kontakt mit einem lib lichen 
Flussigkristall (hier nachstehend als "Lichtventil" be- 
zeichnet) oder Lichtquellen aus optischen Fasern statt- 
finden. Durch eine geeignete Modulierung von Fliissigkris- 
tallen kann Licht selektiv gesteuert werden, damit Licht mit 
ausgewahlten Bereichen des Substrats in Kontakt gebracht 
werden kann. In einer anderen Ausfiihrungsform kann die 
Synthese am Ende einer Reihe von optischen Fasern statt- 



30 

f inden, die nit Licht. selektiv bestrahlt werden. Weitere 
Verfahren zur Kontrolle der Stelle der Bestrahlung sind dem 
Fachmann vertraut. 

Das Substrat kann entweder in Kontakt oder nicht in 
Kontakt mit einer Losung (nicht dargestellt) bestrahlt wer- 
den und wird vorzugsweise in Kontakt mit einer Losung be- 
strahlt. Die Losung enthSlt Reagenzien, um zu verhindem, 
daB die durch Bestrahlung gebildeten Nebenprodukte die 
Synthese des Polymers . gemSB mehreren Ausftihrungsformen be- 
hindern. Beispiele derartiger Nebenprodukte sind Kohlen- 
dioxid, Nitrosocarbonylverbindungen, Styrolderivate, Indol- 
derivate und Produkte ihrer photochemischen Reaktionen. In 
einer anderen Ausfuhrungsform kann die Losung Reagenzien 
enthalten, die verwendet werden, um den Brechungsindex des 
Substrats zu erreichen. Die der Losung zugesetzten Rea- 
genzien konnen auBerdem beispielsweise saure oder basische 
Puffer, Thiole, substituierte Hydrazine und Hydroxy lamine, 
Reduktionsmittel (z. B. NADH) oder Reagenzien, die bekann- 
termaBen mit einer bestimmten funktionellen Gruppe reagieren 
(z. B. Arylnitroso + Glyoxylsaure Arylformhydroxamat + 

C0 2 ) einschlieBen. 

Entweder gleichzeitig oder nach dem Bestrahlungs- 
schritt werden die Linkermolekfile gewaschen oder auf andere 
Weise mit einem ersten Monomer, das in Fig. 2 durch "A" in 
den Bereichen 12a und 12b dargestellt ist, in Kontakt 
gebracht. Das erste Monomer reagiert mit den aktiyierten 
funktionellen Gruppen der bestrahlten Linkermolekttle. Das 
erste Monomer, das vorzugsweise eine Aminosaure ist, weist 
ebenfalls eine durch Bestrahlung entfernbare Schutzgruppe 
auf. Die durch Bestrahlung entfernbare Schutzgruppe auf dem 
Monomer kann die gleiche oder eine andere Schutzgruppe als 
die in den Linkermolekulen verwendet e und aus einer der 
vorstehend beschriebenen Schutzgruppen ausgewShlt sein. In 
einer Ausfuhrungsform werden die Schutzgruppen fur das A- 
Monomer aus der Gruppe NBOC und NVOC ausgewShlt. 

Wie in Fig. 3 dargestellt, wird das Verfahren der 
Bestrahlung anschliefiend mit einer Maske wiederholt, die 



erneut positioniert wurde, urn die Schut2gruppen der Linker 
zu entfernen und die funktionellen Gruppen in den Bereichen 
14a und 14b zu exponieren, die Bereiche sind, die im 
vorstehend beschriebenen Maskierungsschritt geschlitzt worden 
war en, Als eine Alternative zur erneuten Posit ionierung der 
ersten Maske wird in vielen Ausfflhrungsformen eine zveite 
Maske verwendet. In anderen alternativen Ausfiihrungsf ormen 
konnen einige Schritte zur Bestrahlung eines gemeinsamen 
Bereichs in aufeinan£er folgenden Schritten durchgefuhrt 
werden. Wie in Fig. 3 dargestellt, kann es wflnschenswert 
sein, dafl die bestrahlten Bereiche getrennt sind. Eine 
Treruiung von etwa 1 bis 5 /ra kann beispielsweise geeignet 
sein, tun den Ausrichtungsabweichungen Rechnung zu tragen. 

Wie in Fig. 4 dargestellt, wird das Substrat an- 
schlieBend einem zweiten geschiitzten Monomer W B M ausgesetzt, 
wobei die B-Bereiche 16a und 16b produziert werden. Das 
Substrat wird anschlieBend erneut maskiert, um die Schutz- 
gruppen zu entfernen und die reaktiven Gruppen auf dem A- 
Bereich 12a und dem B-Bereich 16b zu exponieren. Das 
Substrat wird anschlieBend erneut gegen das Monomer B expo- 
niert, wobei die in Fig. 6 dargestellte Struktur gebildet 
wird. Die Dimere B-A und B-B wurden auf dem Substrat gebil- 
det. 

Eine anschlieBende Reihe von Maskierungs- und 
Kontaktschritten, die den vorstehend mit A (nicht darge- 
stellt) beschriebenen gleichen, liefert die in Fig. 7 darge- 
stellte Struktur. Das Verfahren liefert alle moglichen 
Dimere von B und A, d. h. , B-A, A-B, A-A und B-B. 

Das Substrat , der Bereich der Synthese und der 
Bereich zur Synthese jedes einzelnen Polymers kann jede 
Grofie oder Form aufweisen. Es konnen beispielsweise Vier- 
ecke, Ellipsoide, Rechtecke, Dreiecke, Kreise oder Teile 
davon, sowie unregelmaBige geometrische Formen verwendet 
werden. Doppelte Synthesebereiche als Redundanz konnen eben- 
falls auf einem einzelnen Substrat verwendet werden. 

In einer Ausftihrungsform weisen die Bereiche 12 und 
16 auf dem Substrat eine Oberf lache von etwa 1 cm 2 bis 10" 10 
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cm 2 auf. in mehreren AusfUhrungsfonnen veisen die Bereiche 
12 und 16 FISchen von weniger als etwa 10" 1 cm 2 , 10" 2 cm 2 , 
1<T 3 cm 2 , 10~ 4 cm 2 , 10~ 5 cm 2 , 10~ 6 cm 2 , 10~ 7 cm 2 , 10~ 8 cm 2 
Oder 10 AU cur auf. In einer bevorzugten Ausffihrungsform 
sind die Bereiche 12 und 16 von etwa 10 x 10 fim bis 500 x 
500 /ra- 
in einigen Ausfiihrungsformen tragt ein einziges 
Substrat mehr als etwa 10 und vorzugsweise mehr als etwa 100 
verschiedene Monomersequenzen, obwohl in einigen Aus- 
fiihrungsformen das Substrat mehr als etwa 10 3 , 10 4 , 10 5 , 
10 6 , lo 7 oder 10 8 verschiedene Sequenzen auf weist. Innerhalb 
eines Bereichs des Substrats, in dem eine Monoxnersequenz 
synthetisiert wird, ist die Monomersequenz selbstverstSnd- 
lich vorzugsweise im wesent lichen rein. In einigen Aus- 
fiihrungsformen enthalten die Bereiche des Substrats Poly- 
mer sequenzen, die mindestens zu etwa 1%, 5%, 10 %, 15%, 
20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 
90 %, 95 % f 96 %, 97 %, 98 % oder 99 % rein sind. 

GemaB einigen Ausfiihrungsformen werden absichtlich 
mehrere Sequenzen innerhalb eines einzigen Bereichs bereit- 
gestellt, urn ein erstes Screening auf eine biologische 
Aktivitat durchzufiihren, wonach Materialien innerhalb der 
eine signifikante Bindung zeigenden Bereiche weiter unter- 
sucht werden, 

IV. Details einer Ausfilhrunasf orm eines Reaktionssys terns 

Fig. 8A erlSutert schematise!* eine bevorzugte Aus- 
fiihrungsform eines Reaktionssystems 100 zur Synthese von 
Polymeren auf dem vorbereiteten Substrat gemaB einem erfin- 
dungsgemSBen Gesichtspunkt. Das Reaktionssystem schlieBt 
einen Korper 102 mit einer Hohlung 104 auf dessen Oberf lSche 
ein. In bevorzugten Ausfiihrungsformen ist die Hohlung 104 
zwischen etwa 50 und 1000 /im tief, vorzugsweise weist sie 
eine Tiefe von 500 jra auf. 

Der Boden des Hohlraums weist vorzugsweise eine Reihe 
von Erhebungen 106 auf, die sowohl in der Ebene als auch 
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parallel zur Ebene der Figur vorhanden sind. Die Wulste sind 
vorzugsweise etva 50 bis 200 /nn tief und veisen eine 
Ausdehnung von etva 2 bis 3 mm auf. Der Zveck der Wiilste 
besteht darin, zur besseren Vermischung ein turbulentes 
FlieBen zu erzeugen. Die OberflSche des Bodens des Hohlraums 
absorbiert vorzugsweise das Licht, urn eine Reflexion von 
einfallendem Licht zu verhindern. 

Ein Substrat 112 wird oberhalb der Hohlraum 104 
befestigt. Das Substrat wird entlang der Oberflache des 
Bodens 114 mit einer durch Bestrahlung entfernbar.en 
Schutzgruppe, beispielsweise NVOC mit oder ohne ein 
stSrendes Linkermolekiil, bereitgestellt. Das Substrat ist 
vorzugsweise ftir ein weites Spektrum des Lichts transparent, 
in einigen Ausfiihrungsformen jedoch lediglich fiir die 
Wellenlange, mit der die Schutzgruppe entfernt werden kann 
(beispielsweise f Ur UV-Licht bei NVOC) . Das Substrat ist in 
einigen Ausfiihrungsformen ein iiblicher ObjekttrSger aus Glas 
oder eine Abdeckplatte eines Mikroskops. Das Substrat ist 
vorzugsweise so dtinn wie moglich, wShrend es trotzdem einen 
geeigneten physikalischen Halt aufweist. Das Substrat ist 
vorzugsweise weniger als etwa 1 mm dick, starker bevorzugt 
weniger als 0,5 mm dick, noch starker bevorzugt weniger als 
0,1 mm dick, und am starksten bevorzugt weniger als 0,05 mm 
dick. In alternativen bevorzugten Ausfiihrungsformen ist das 
Substrat Quarz oder Silizium. 

Das Substrat und das Gehause dienen dazu, den 
Hohlraum ausgenommen einer EinlaBof fnung 108 und einer Aus- 
laBoffnung 110 zu verschlieBen. Das Gehause und das Substrat 
konnen in einigen Ausfiihrungsformen zur Versiegelung mit 
einer oder mehreren Dichtungen verbunden werden. GemaB einer 
bevorzugten Ausfiihrungsform weist das Gehause zwei konzen- 
trische Dichtungen auf , und an den dazwischen liegenden Raum 
wird ein Vakuum angelegt, urn eine sichere Verbindung 
zwischen dem Substrat und den Dichtungen herzustellen. 

Eine Fliissigkeit wird mittels einer Pumpe 116, die 
beispielsweise ein von Eldex Laboratories hergestelltes 
Model Nr. B-120-S sein kann, durch die Einlafldf fnung in den 
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Hohlraum gepumpt. Ausgewahlte Fltissigkeiten werden mittels 
der Pumpe in den Hohlraum, durch den Hohlraum und aus der 
AuslaBoffnung zur erneuten Zirkulierung oder Entnahme ge- 
pumpt, Der Reaktor kann mit Ultraschall behandelt und/oder 
erhit2t werden, um in einigen Ausfiihrungsformen das Rfihren 
zu untersttitzen. 

Oberhalb des Substrats 112 befindet sich eine Linse 
120, die beispielsveise eine 2 M (5,1 cm) -Quarzglaslinse 
(Eilen) mit einer Brennweite von 100 mm sein kann. Zum 
Erhalt eines korapakten Systems kann ein ref lektierender 
Spiegel 122 vorhanden sein, um das Licht aus einer 
Lichtquelle 124 auf das Substrat zu richten. Die Lichtguelle 
124 kann beispielsweise eine Xe(Hg) -Lichtquelle (Oriel) sein 
und die Modellnr. 66024 aufweisen. Eine zweite Linse 126 
kann zum Zweck der Projektion eines Maskenbildes auf das 
Substrat in Kombination mit Linse 120 verwendet werden. 
Diese Form von Lithographie wird hier als Projektionsdruck 
bezeichnet. Wie es dieser Beschreibung zu entnehmen ist, 
kann gemSB einigen Ausftihrungsformen auch ein Proximi- 
tatsdruck etc. verwendet werden. 

Das Licht aus der Lichtquelle kann aufgrund der Maske 
128 nur ausgewahlte Bereiche auf dem Substrat erreichen. Die 
Maske 128 kann beispielsweise ein ObjekttrSger aus Glas 
sein, der eingeatztes Chrom aufweist. Die Maske 128 weist in 
einigen Ausftihrungsformen ein Gitter aus transparenten und 
undurchsichtigen Bereichen auf. Derartige Masken kSnnen 
beispielsweise von Photo Sciences, Inc., hergestellt werden. 
Das Licht fallt unbehindert durch die transparenten Bereiche 
der Maske, wird jedoch von anderen Bereichen feflektiert 
oder absorbiert. Daher werden nur ausgewahlte Bereiche des 
Substrats bestrahlt. 

Wie vorstehend beschrieben, kSnnen Lichtventile 
(LCDs) als Alternative zu tiblichen Masken verwendet werden, 
um Bereiche des Substrats selektiv zu exponieren. In einer 
anderen Ausfuhrungsform konnen Planscheiben aus optischen 
Fasem, beispielsweise die von Schott Glass, Inc., 
erhaitlichen, verwendet werden, um den Kontrast der Maske zu 
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verbessern oder als einziges Mittel, den mit Licht 
bestrahlten Bereich einzugrenzen. Derartige Planscheiben 
werden direkt oberhalb oder auf das Substrat im in Fig* 8A 
dargestellten Reaktor angebracht. In noch einer weiteren 
Ausfiihrungsform konnen zur Verbesserung des Kontrastes 
Fliegenaugenlinsen, spitz zulaufende Planscheiben aus 
optischen Fasern oder Shnlichem verwendet werden. 

Zur Bestrahlung von Bereichen, die kleiner als eine 
WellenlSLnge des Lichts. sind, kSnnen kompliziertere Verfahren 
verwendet werden. GemSB einer bevorzugten Ausfiihrungsform 
wird das Licht beispielsweise mittels molekularen Mikro- 
kristallen auf der Spitze beispielsweise von Mikropipetten 
auf das Substrat gerichtet, Derartige Vorrichtungen werden 
von Lieberman et al., in "A Light Source Smaller Than the 
Optical Wavelength" , Science 247 (1990), 59-61, das hier 
durch Bezugnahme fiir alle Zwecke mit eingeschlossen ist, 
beschrieben. 

Beim Betrieb wird das Substrat auf dem Hohlraum 
angebracht und der Hohlraum versiegelt. Samtliche Arbeits- 
schritte im Verfahren zur Herstellung des Substrats werden 
in einem Raum durchgefiihrt, der primar oder vollstandig 
durch Licht einer Wellenlange auflerhalb des Lichtbereichs, 
bei der die Schutzgruppe entfernt wird, erleuchtet ist. Bei 
NVOC sollte der Raum beispielsweise mit einem iiblichen 
Dunkelkammerlicht, das wenig oder kein UV-Licht liefert, 
erleuchtet werden. Samtliche Arbeitsschritte werden 
vorzugsweise bei etwa Raumtemperatur durchgefuhrt. 

Eine erste Fliissigkeit zur Entfernung der Schutz- 
gruppen (ohne Monomer) wird durch den Hohlraum geleitet. Die 
L6sung~ist vorzugsweise eine 5 mM Schwefelsaure in einer 
Dioxanlosung, damit die exponierten Aminogruppen protoniert 
bleiben und ihre ReaktivitSt mit Nebenprodukten der Photo- 
lyse herabgesetzt wird. Absorbierende Materialien, wie N,N- 
Diethylamino-2,4-dinitrobenzol, konnen beispielsweise in die 
Fliissigkeit zur Entfernung der Schutzgruppen, eingeschlossen 
werden, damit Licht absorbiert und eine Reflektion und eine 
unerwiinschte Photo lyse verhindert werden- 
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Der Objekttrager wird anschlieBend in einem Licht- 
kanal der Maske posit ioniert, damit erste Bereiche auf dem 
Substrat belichtet und dadurch die Schutzgruppen entfernt 
werden. In bevorzugten Ausftihrungsformen wird das Substrat 
zvischen etva 1 und 15 Minuten, vorzugsweise etwa 10 
Minuten, bei 10 bis 20 mW/cm 2 mit Licht von 365 nm be- 
strahlt. Die Objekttrager werden nach der Photolyse mit 
beispielsweise einer Losung von Diisopropylethylamin (DIEA) 
in Methylenchlorid etwa 5 Minuten neutralisiert (d. h,, auf 
einen pH-Wert von etwa 7 gebracht) . 

Das erste Monomer wird anschlieBend an den ersten 
Stellen auf dem Substrat hinzugeffigt- Nach der Bestrahlung 
wird der Objekttrager entfernt, als ganzes behandelt und 
anschlieBend in der Durchf luBzelle erneut installiert. In 
einer anderen Ausfiihrungsform wird eine Flussigkeit, die das 
vorzugsweise ebenfalls mit einer Schutzgruppe geschiitzte 
erste Monomer enthalt , mittels der Pumpe 116 durch den 
Hohlraum gespiilt. Wenn es beispielsweise gewtinscht wird f die 
Aminosaure y an ersten Stellen an das Substrat zu binden/ 
wird die AminosSure Y (die am a-Stickstoff eine Schutzgruppe 
trSgt) zusammen mit Reagenzien f die das Monomer reaktions- 
bereit machen, und/oder einem Trager aus einem Vorratsbe- 
halter 118 durch die Pumpe, den Hohlraum und zuriick zum 
EinlaB der Pumpe gepumpt. 

Die Monomer-TrSgerlSsung wird in einer bevorzugten 
AusfOhrungsform durch Vermischen einer ersten Losung (hier 
nachstehend als Losung "A w bezeichnet) und einer zweiten 
Losung (hier nachstehend als "B" bezeichnet) hergestellt. 
Tabelle 2 stellt ein Gemisch dar, das als Losung A verwendet 
werden kann. 
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Tabelle 2 

Beispiel einer Monomer-TrScrerlosuna "A" 



100 mg an der Aminogruppe mit NVOC geschiitzte AminosSure 

37 mg HOBT (1-Hydroxybenzotriazol) 
250 pi DMF (Dimethylformamid) 

86 ul DIEA (Diisopropvle thvlaminl 

Die Zusammensetzung der Losung B ist in Tabelle 3 
dargestellt. Die L5sungen A und B werden vermischt, etwa 8 
Minuten bei Raumtemperatur umgesetzt und anschlieflend mit 2 
ml DMF verdiinnt, und 500 fil werden auf die OberflSche des 
Objekttragers aufgetragen Oder die iosung durch das Reak- 
tionssystem zirkuliert und etwa 2 Stunden bei Raumtemperatur 
umgesetzt. Der ObjekttrSger wird anschlieflend mit DMF, 
Methylenchlorid und Ethanol gewaschen. 



Tabelle 3 

Beispiel einer Monomer-Traaerlosuna "B" 



111 mg BOP (Benzotriazolyl-n-oxy-tris-(dimethylamino) 
phosphon iumhexa f luor phosphat ) __ 

Wenn die Losung, die das bindende Monomer enthalt, 
durch den Hohlraum zirkuliert, reagieren die Aminosaure oder 
andere Monomere an ihrem Carboxyterminus mit Aminogruppen 
auf den Bereichen des Substrats, an denen die Schutzgruppen 
entfernt worden sind. Obwohl die Erfindung mittels einer 
Zirkulierung des Monomers durch den Hohlraum erlautert wird, 
konnte die Erfindung selbstverstandlich durch Entfernung des 
Objekttragers aus dem Reaktor und Eintauchen in eine ge- 
eignete Monomer 15sung durchgefuhrt werden. 



38 

Nach der Zugabe des ersten Monomers wird die die er- 
ste Aminosaure enthaltende Losung aus dem System gespfilt. 
Nach der Zirkulierung einer zur sicheren Entfernung der 
Aminosaure ausreichenden Menge des DMF/Methylenchlorids (z. 
B. etwa das 50fache Volumen des Hohlraums und der Trager- 
linien) wird die Maske oder das Substrat erneut posi- 
tioniert, oder es wird eine neue Maske verwendet, so daB 
2weite Bereiche auf dem Substrat bestrahlt verden, und das 
Licht 124 wird fttr . eine zweite Exponierung verwendet. 
Dadurch werden die Schutzgruppen auf zweiten Bereichen auf 
dem Substrat entfemt und das Verfahren bis zur Synthese der 
gewunschten Polymersequenzen wiederholt. 

Das gesamte derivatisierte Substrat wird anschlieBend 
gegen einen vorzugsweise beispielsweise mit einem Fluores- 
zenzmarker markierten, gewtinschten Rezeptor exponiert, indem 
eine Losung oder Suspension des Rezeptors durch den Hohlraum 
zirkuliert wird oder indem die Oberflache des Objekttragers 
als ganzes damit in Kontakt gebracht wird. Der Rezeptor 
bindet vorzugsweise an bestimmte Bereiche des Substrats, die 
komplementare Sequenzen enthalten. 

Die Antikorper werden Ublicherweise in einem soge- 
nannten "Super cocktail" suspendiert, der beispielsweise eine 
Losung von etwa 1 % BSA (Rinderserumalbumin) und 0,5 % Tween 
in PBS (phosphatgepufferte Kochsalz losung) -Puffer sein kann. 
Die Antikorper werden im Supercocktail-Puf fer zu einer 
Endkonzentration von beispielsweise etwa 0,1 bis 4 /xg/ml 
verdiinnt. 

Fig. 8B stellt eine alternative bevorzugte Aus- 
ffihrungsform des in Fig. 8A dargestellten Reaktors dar. 
GemMB dieser Aus ffihrungsform wird die Maske 128 direkt mit 
dem Substrat in Kontakt gebracht. Der geatzte Teil der Maske 
wird vorzugsweise mit der Vorderseite nach unten angebracht, 
so daB die Wirkungen der Lichtdispersion reduziert werden. 
In dieser Aus ffihrungsform sind die Bildlinsen 120 und 126 
nicht erforderlich, da die Maske in unmittelbare Nahe zum 
Substrat gebracht wird. 

Zur Verbesserung des Signal-Echo-VerhSltnisses des 
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Verfahrens wird in einigen erf indungsgemaBen Ausfiihrungs- 
formen das Substrat einem erstcn markierten oder nicht- 
markierten Rezeptor ausgesetzt, wonach es gegen einen 
zweiten markierten Rezeptor (z. B. ein AntikSrper) , der an 
mehrere Stellen auf dem ersten Rezeptor bindet, exponiert 
wird. Wenn der erste Rezeptor beispielsweise ein AntikSrper 
ist, der von einer ersten Tierart stammt, ist der zweite 
Rezeptor ein Antik3rper, der von einer zweiten Art stammt 
und gegen Epitope gerichtet ist, die mit der ersten Art 
verbunden sind. Bei einem Mausantikorper kann beispielsweise 
ein Fluoreszenz-markierter Ziegenantikorper oder ein anti- 
Maus-Antiserum zur Bindung an mehrere Stellen auf dem 
Mausantikorper verwendet werden, wobei im Vergleich zur 
Bindung eines einzigen Mausantikorpers an jeder Bindungs- 
stelle ein Mehrf aches der Fluoreszenz erhalten wird. Dieses 
Verfahren kann mit weiteren Antikorpern (z. B. Ziegen-Maus- 
Ziegen etc.) zur weiteren Vermehrung der Signale wiederholt 
werden. 

In bevorzugten Ausfiihrungsformen wird eine geordnete 
Reihenfolge von Masken verwendet. In einigen Ausfiihrungs- 
formen kann lediglich eine einzige Maske zur Synthese von 
samtlichen moglichen Polymeren eines bestimmten Satzes von 
Monomer en verwendet werden. 

Wenn beispielsweise alle 16 Dinucleotide aus vier 
Basen synthetisiert werden sollen, wird ein quadratischer 1 
cm 2 groBer Synthesebereich systematisch in 16 jeweils 0,25 
cm groBe KSstchen aufgeteilt. Die vier Monomereinheiten 
werden als A, B, C und D bezeichnet. Die ersten Urasetzungen 
werden in vier vertikalen, 0,25 cm groflen Spalten durchge- 
fiihrt. Die erste Maske exponiert die Spalte der KSstchen 
ganz auf der linken Seite, an die A gekuppelt wird. Die 
zweite Maske exponiert die nachste Spalte, an die B gekup- 
pelt wird, wonach eine dritte Maske die Spalte, an die C ge- 
kuppelt wird, und eine letzte Maske die Spalte ganz auf der 
rechten Seite, an die D gekuppelt wird, exponiert. Die er- 
ste, zweite, dritte und vierte Maske kann eine einzelne 
Maske sein, die auf unterschiedliche Bereiche verschoben 
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wird. 

Das Verfahren wird in horizontaler Richtung fiir die 
zveite Dimereinheit wiederholt, Diesmal ermSglicht die Maske 
die Exponierung von horizontalen Reihen, die wiederum 0,25 
cm grofi sind . A , B , C und D verden unter Verwendung von 
Masken, die die horizontalen vier Kastchen des Reaktions- 
bereichs exponieren , nacheinander angef iigt . Das erhaltene 
Substrat enthalt alle 16 Dinucleotide der vier Basen. 

Die acht zur Synthese des Dinucleotids verwendeten 
Masken sind miteinander durch Verschiebung oder Drehung 
verbunden. Tatsachlich kann eine Maske in alien acht 
Schritten verwendet werden, wenn sie in geeigneter Weise 
gedreht und verschoben wird. Im vorstehend beschriebenen 
Beispiel kann beispielsweise eine Maske mit einera einzigen 
transparenten Bereich nacheinander verwendet werden, um jede 
der vertikalen Spalten zu exponieren, indem sie um 90° 
gedreht und anschlietBend nacheinander verwendet wird, damit 
die horizontalen Reihen exponiert werden konnen. 

Die Tabellen 4 und 5 stellen ein einfaches Computer- 
progranun in Quick Basic zur Planung eines Maskierungspro- 
granuns bereit bzw. ein berechnetes Produktionsergebnis fiir 
die Synthese einer Polymerkette aus drei Monomeren 
( w Resten w ) mit drei verschiedenen Monomeren in der ersten 
Stufe, vier verschiedenen Monomeren in der zweiten Stufe und 
fiinf verschiedenen Monomeren in der dritten Stufe in einem 
Streifenmuster . Das Ergebnis des Programms ist die Zahl der 
Zellen, die Zahl von "Streifen" (helle Bereiche) auf jeder 
Maske und die fur jede Exponierung der Maske erforderliche 
Verschiebung . 
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Tabelle 4 
MasRen-Strateqie nroarainm 



DEFINT A-Z 

DIM b(20), «(20). 1(500) 
FS - "LPT1:" 

OPEN fS FOR OUTPUT AS #1 

jmax - 3 'Number of residues {Zahl der Reste) 

b(l) - 3: b(2) - t: b(3) - 5 'Number of building blocks for res 1.2.3 

I - l: lmax(l) - 1 (Zahl der Berstellungsblocks fur Beste 1.2.3) 

FOR j - 1 TO jmax: g- g * b(j): NEXT j 
w(0) - 0: u(l) - g / b(l) 

PRINT «1. "MASK2.BAS ". DATES, TIMES: PRINT #1. 

PRINT si, USING "Number of residues-"": jmax (Zahl der Reste) 

FOR j - 1 TO jmax 

PR^yi. USING " Residue « - ^i^fig&^V* 

PRINT -1. " 

PRINT -1. USING "Number of cells-*"*"; g: PRINT *l. 
(Sahl der Zellen) 

FOR j - 2 TO Jmax 

lmax(j) - lmax(j • 1) * b(j - 1) 

w(j) - v(j - 1) / b(j) 

NEXT j 

FOR j - 1 TO jmax 

PRINT *1. USING "Mask for residue «**; j: PRINT #1, (Maske f ^ *?s t) 

PRINT rt. USINC - Number of stripes—-; lmax(j) (Sahl ^r^Beiten) 

PRINT »l. USING Uidth of each stripe-«~"; w(j) (Breite ijeder Heiae) 

FOR 1-1 TO lmax(j) 

a - 1 ♦ (1 - 1) * w(j . 1) 

ae - a + u(j) - 1 * 

PRINT »1, USING " Stripe ** begins at location *« and ends at ; L; a ; 
N£XT l (Reihe) (begiiint im Bereich) (und endet am) 

PRINT -1 . 

PRINT *l. : PRINT *1. : PRINT «1. 
NEXT j 



0 Copyright 1990. Affymax N.V. 
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Tabelle 5 
Eraebnis der Maa kenstrafcaqri a 

Zahl der Reste - 3 

Rest 1 3 Herstellungsblocks 
Rest 2 4 Herstellungsblocks 
Rest 3 5 Herstellungsblocks 

Zahl der Zellen - 60 



Maske fur Rest 1 



Zahl der Reihen - 1 
6r5fle jeder Reihe - 20 
Reihe 1 beginnt an Bereich 



an Bereich 20 



Bei jeden der 3 Herstellungsblocks 
verschiebe die Maske urn 20 Zellen 

Maske fur Rest 2 

Zahl der Reihen - 3 
GroBe jeder Reihe - 5 

Reihe 1 beginnt an Bereich 1 und ende a bereich 5 
Reihe 2 beginnt an Bereich 21 und ende 1 areich 25 
Reihe 3 beginnt an Bereich 41 und ende- r areich 45 

Bei jeden der 4 Herstellungsblocks 
verschiebe die Maske un 5 Zellen 



Maske f Ur Rest 3 



Zahl der Reihen - 12 
GroBe jeder Reihe - 1 
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Reihe 


1 beginnt am Bereich 


1 


und 


endet 


am 


Bereich 


1 


Reihe 


2 beginnt 


am 


Bereich 


6 


und 


endet 


am 


Bereich 


6 


Reihe 


3 beginnt 


am 


Bereich 


11 


und 


endet 


am 


Bereich 


11 


Reihe 


4 beginnt 


am 


Bereich 


16 


und 


endet 


am 


Bereich 


16 


Reihe 


5 beginnt 


am 


Bereich 


21 


und 


endet 


am 


Bereich 


21 


Reihe 


6 beginnt 


am 


Bereich 


26 


und 


endet 


am 


Bereich 


26 


Reihe 


7 beginnt 


am 


Bereich 


31 


und 


endet 


am 


Bereich 


31 


Reihe 


8 beginnt 


am 


Bereich 


36 


und 


endet 


am 


Bereich 


36 


Reihe 


9 beginnt 


am 


Bereich 


41 


und 


endet 


am 


Bereich 


41 


Reihe 


10 beginnt 


am 


Bereich 


46 


und 


endet 


am 


Bereich 


46 


Reihe 11 beginnt 


am 


Bereich 


51 


und 


endet 


am 


Bereich 


51 


Reihe 12 beginnt 


am 


Bereich 


56 


und 


endet 


am 


Bereich 


56 



Bei jedem der 5 Herstellungsblocks 

verschiebe die Maske um 1 Zelle 

* Copynzhi 1990. Affyaax N.V. 

V. Details einer Ausfuhrunasf orm einer Vorr ichtuna zum 

Fluores z enznachve is 

Fig. 9 stellt eine Fluoreszenz-MeBvorrichtung zum 
Nachweis von Fluoreszenz-markierten Rezeptoren auf einem 
Substrat dar. Ein Substrat 112 wird auf einen x/y- 
Positioniertisch 202 angebracht. In einer bevorzugten Aus- 
ftihrungsform ist der x/y-Positioniertisch ein Modell mit der 
Nr. PM500-A1 (Newport Corporation) . Ein geeignet program- 
mierter digitaler Computer 204, der beispielsweise ein 
geeignet programmierter IBM PC/AT oder AT kompatibler 
Computer sein kann, ist an den x/y-Positioniertisch ange- 
schlossen und steuert ihn. Andere Computer systeme, speziell 
entwickelte Hardware oder ahnliches konnen den hier zur 
Erlauterung verwendeten AT-Computer leicht ersetzen. Compu- 
tersoftware fur die hier beschriebenen Bewegungs- und die 
Datenspeicherungsfunktionen kann ausgehend von im Handel 
erhaltlicher Software, die hier fiir alle Zwecke durch 
Bezugnahme eingeschlossen ist, einschlieBlich beispielsweise 
dem Programm "Lab Windows'* , die von den National Instruments 
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lizensiert wird, bereitgestellt werden. 

Das Substrat und der x/y-Positioniertisch werden un- 
ter einem Mikroskop 206 angeordnet , das ein Oder mehrere 
Objektive 208 einschliefit. Licht (etva 488 nm) von einem 
Laser 210 , der in einigen Ausfuhrungsformen ein Modell Nr. 
2020*05 eines Argon-Ionenlasers (Spectraphysics) ist, wird 
durch einen dichroitischen Spiegel 207, der Licht von mehr 
als etwa 520 nm durchlSBt, Licht von 488 nm jedoch reflek- 
tiert, auf das Substrat gerichtet. Der dichroitische Spiegel 
207 kann beispielsweise ein Modell Nr. FT510 (Carl Zeiss) 
sein. Das vom Spiegel reflektierte Licht fallt anschliefiend 
in das Mikroskop 206, das beispielsweise ein Modell Nr. 
Axioscop 20 (Carl Zeiss) sein kann. Fluorescein-markierte 
Materialien auf dem Substrat f luoreszieren bei Licht von 
mehr als 488 nm, und das f luoreszierende Licht wird durch 
ein Mikroskop gesammelt und durch den Spiegel geleitet. Das 
f luoreszierende Licht des Substrats wird anschliefiend durch 
ein Wei lenlangenfi Iter 209 geleitet und anschliefiend durch 
eine Lochplatte 211 gelenkt. Das Wellenlangenf ilter 209 kann 
beispielsweise ein Modell Nr. OG530 (Me lies Griot) und die 
Lochscheibe 211 ein Modell Nr. 477352/477380 (Carl Zeiss) 
sein. 

Das f luoreszierende Licht fallt anschliefiend in eine 
Photoelektronenvervielfacherrohre 212, die in einigen Aus- 
fuhrungsformen ein Modell Nr. R943-02 (Hamamatsu) ist, das 
Signal wird im VorverstSrker 214 verstHrkt und die Photonen 
durch einen Photonenzahler 216 gez&hlt. Die Photonenzahl 
wird als Funktion des Bereichs im Computer 204 auf- 
gezeichnet. Vorverst. 214 ist beispielsweise ein Modell Nr. 
SR440 (Stanford Research Systems) und der Photonenzahler 216 
ein Modell Nr. SR400 (Stanford Research Systems) . Das 
Substrat wird anschliefiend zu einem anderen Bereich gescho- 
ben und das Verfahren wiederholt. In bevorzugten Aus- 
fuhrungsformen werden die Da ten alle 1 bis 100 fim gesammelt, 
wobei ein Datensammlungsdurchmesser von etwa 0,8 bis 10 /im 
bevorzugt ist. In Ausfuhrungsformen mit ausreichend hoher 
Fluoreszenz wird ein CCD-Detektor mit Breitfelderleuchtung 
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verwendet. 

Durch Zahlen der Photonenzahl, die in einem bestimm- 
ten Bereich als Antwort auf den Laser erzeugt wird, kann 
festgestellt werden, wo sich Fluoreszenz-markierte MolekUle 
auf dem Substrat befinden. Bei einem ObjekttrSger, der bei- 
spielsweise eine Matrix von synthetisierten Polypeptiden auf 
der OberflSche aufweist, kann festgestellt verden, welches 
der Polypeptide zu einem Fluoreszenz-markierten Rezeptor 
komplementar ist. 

GemaB bevorzugten Ausfiihrungsformen wird die Inten- 
sitSt und Dauer des Lichts, nit dem das Substrat bestrahlt 
wird, durch Veranderung des Laserstroms und der Stufe der 
Abtastgeschwindigkeit kontrolliert, um das Signal-Echo- 
VerhSltnis durch Maximierung der Fluoreszenzemission und 
Minimierung des Hintergrundgerausches zu verbessern. 

Wahrend die Nachweisvorrichtung hier primSr im 
Hinblick auf markierte Rezeptor en erlautert worden ist, kann 
die Erfindung auch in anderen Bereichen verwendet werden. 
Die hier beschriebene Nachweisvorrichtung kann beispiels- 
weise in den Bereichen der Katalyse, dem DNA- oder Protein- 
Gel-Scanning und ahnlichem verwendet werden • 

VI, Bestimmuna der relativen Bindunosstarke von Rezeptoren 

Das erfindungsgemaBe Signal-Echo-Verhaltnis ist avis- 
reichend hoch, so daB nicht nur die Gegenwart oder Abwe- 
senheit eines Rezeptors auf einem Liganden nachgewiesen 
werden kann, sondern auch die relative Bindungsaf f initMt der 
Rezeptoren gegen eine Vielzahl von Sequenzen bestimmt werden 
kann. 

In der Praxis wird festgestellt, daB ein Rezeptor 
mehrere Peptidsequenzen in einer Anordnung bindet, einige 
Sequenzen jedoch viel starker bindet als andere. Eine starke 
Bindungsaffinitat wird hier durch ein stark f luoreszierendes 
oder radiographisches Signal nachgewiesen, da viele Rezep- 
tormolekule in einem Bereich eines stark gebundenen Liganden 
binden. Umgekehrt wird eine schwache Bindungsaffinitat durch 
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ein fluoreszierendes oder radiographischcs Signal nachge- 
wiesen, das aufgrund der relativ kleinen Zahl von Rezep- 
tormolekfilen, die in einem bestimmten Bereich eines 
Substrats binden, das einen Liganden mit einer schwachen 
Bindungsaff initSt fttr den Rezeptor aufweist, schvach ist. 
Daher vird es moglich, die relative BindungsaviditSt (oder 
Affinitat bei monovalent en Interaktionen) eines hier 
beschriebenen Liganden mittels der Intensitat eines fluo- 
reszierenden oder radiographischen Signals in einem diesen 
Liganden enthaltenden Bereich zu bestimmen. 

Halbquantitative Daten fiber die AffinitSten konnen 
auch erhalten werden, indem die Waschbedingungen und 
Rezeptorkonzentrationen verSndert werden. Dies kann bei- 
spielsweise durch einen Vergleich mit bekannten Ligand- 
Rezeptor-Paaren durchgefiihrt werden. 

VII* Beisniele 

Die nachstehend beschriebenen Beispiele sollen die 
Wirksamkeit der hier beschriebenen Erfindung erlSutern, 
Samtliche Arbeitsschritte wurden bei etwa Umgebungs- 
tempera turen und -drucken durchgefiihrt, sofern nicht das 
Gegenteil angegeben ist. 

A. ObjekttrSgerhersteHqnq 

Vor dem Anfugen der reaktiven Gruppen wird das 
Substrat, das in einer bevorzugten Ausfuhrungsform ein 
Glassubstrat ist, beispielsweise ein Objekttrager eines 
Mikroskops oder einer Abdeckplatte, vorzugsweise gereinigt. 
GemSB einer Aus ftihrungs form wird der Objekttrager 12 Stunden 
in ein Alkalibad, das beispielsweise aus 1 Liter 95 % 
Ethanol mit 120 ml Wasser und 120 Gramm Natriumhydroxid be- 
steht, getaucht. Die Objekttrager werden anschlieBend unter 
flieflendem Wasser gewaschen, an der Luft getrocknet und ein- 
mal mit einer Losung aus 95 % Ethanol gespiilt. 

Die Objekttrager werden anschlieBend beispielsweise 
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mit Aminopropyltriethoxysilan aminiert, um Aminogruppen an 
die Glasoberf lache auf den Linkermolektilen anzuknupfen, ob- 
wohl jedes omega- funktionalisierte Silan ftir diesen Zweck 
ebenfalls verwendet verden kann. In einer Ausfuhrungsform 
werden 0,1 % Aminopropyltriethoxysilan verwendet, obwohl 
Losungen mit Konzentrationen von 10~ 7 % bis 10 %, vorzugs- 
weise von etwa 10~ 3 % bis 2 %, verwendet werden konnen. Ein 
0,1 % Gemisch wird durch Zugabe von 100 ml eines 95 % 
Ethanol/5 % Wasser-Gemisches zu 100 Microlitern (/xl) 
Aminopropyltriethoxysilan hergestellt. Das Gemisch wird bei 
etwa Umgebungstemperatur auf einem Rundschiittler etwa 5 
Hinuten geschlittelt. 500 pi dieses Gemisches werden an* 
schliefiend auf die Oberf lache einer Seite jedes gereinigten 
Objekttragers gegeben. Nach 4 Minuten wird diese Losung auf 
den Objekttragern dekantiert und dreimal beispielsweise 
durch Eintauchen in 100 * Ethanol gespiilt. 

Nach der Trocknung werden die Platten etwa 20 Minuten 
bei 110 bis 120°C in einen Vakuumofen gegeben und anschlie- 
Bend etwa 12 Stunden bei Raumtemperatur in einer Argon- 
atmosphare getrocknet. Die Objekttrager werden anschlieBend 
in eine DMF (Dimethylf ormamid) -Losung getaucht, wonach sie 
sorgfaltig mit Methylenchlorid gewaschen werden. 

Die aminierte Oberf ISche des ObjekttrSgers wird an- 
schliefiend beispielsweise gegen etwa 500 pi einer 30 milli- 
molaren (mM) Losung aus NVOC-GABA (gamma-AminobuttersSure) 
und NHS (N-Hydroxysuccinimid) in DMF zur Bindung von NVOC- 
GABA an jede der Aminogruppen exponiert. 

Die Oberf lache wird beispielsweise mit DMF, 
Methylenchlorid und Ethanol gewaschen. 

Nicht umgesetztes Aminopropylsilan an der Oberf lache 
- das heiBt, die Aminogruppen, an die kein NVOOGAGA ge- 
knlipft wurde - wird nun durch eine einstiindige Exponierung 
gegen ein 1:3-Gemisch aus EssigsMureanhydrid in Pyridin an 
den Enden mit Acetylgruppen versehen (zur Verhinderung einer 
weiteren Reaktion) • Beispiele fflr weitere Mater ialien, die 
diese Capping-Funktion des Restes erfiillen, sind Trifluor- 
essigsaureanhydrid, Ameisensaureacetanhydrid oder andere 
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reaktive Acylierungsmittel. Die ObjekttrSger verden 
schliefilich erneut mit DMF, Methylenchlorid und Ethanol ge- 
waschen. 

B. Svnthese von acht Trimeren aus "A" und W B W 

Fig. 10 stellt eine mogliche Synthese der acht 
Trimeren aus einem Satz von zwei Monomeren dar: Gly und Phe 
(durch "A" bzw. "B" dargestellt) . Ein Objekttrager aus Glas, 
der Silangruppen, die in 6-Nitroveratryloxycarboxamid (NVOC- 
NH)-Resten enden, tragt, wird als Substrat hergestellt. Die 
aktiven Ester (Pentaf luorphenyl, OBt, etc.) von Gly und Phe, 
die an der Aminogruppe durch NVOC geschtitzt sind, werden als 
Reagenzien hergestellt. Wenn Schutzgruppen fur Seitenketten 
fiir den Satz von Monomeren erforderlich sind, obwohl es ftir 
dieses Beispiel nicht relevant ist, diirfen diese nicht bei 
der Wellenlange des Lichts photoreaktiv sein, das zur 
Entfernung der Schutzgruppen der primaren Kette verwendet 
wird. 

FUr einen Satz Monomere der GroBe n sind n x 1 Zyklen 
zur Synthese aller moglichen Sequenzen der Lange 1 erfor- 
derlich. Ein Zyklus besteht aus: 

1. Bestrahlung durch eine geeignete Maske, urn die 
Aminogruppen an den Stellen zu exponieren, an denen der 
nSchste Rest angefiigt verden soil, wobei in geeigneter Weise 
gewaschen wird, urn die Nebenbestandteile der Abspaltung der 
Schutzgruppe zu entfernen. 

2. Zugabe eines einzelnen aktivierten und (mit der 
gleichen - photochemisch entfernbaren Gruppe) geschiitzten 
Monomers, das lediglich mit den in Schritt 1 angesprochenen 
Stellen reagiert, wobei in geeigneter Weise gewaschen wird, 
urn den UberschuB an Reagenz von der Oberflache zu entfernen. 

Der vorstehend beschriebene Zyklus wird f(ir jeden 
Bestandteil des Satzes von Monomeren wiederholt, bis jede 
Stelle auf der Oberflache in einer Ausfiihrungsform urn einen 
Rest erweitert worden ist. In anderen Ausfuhrungsformen 
werden vor dem Obergang zur nachsten Stelle raehrere Reste 
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nacheinander an eine Stelle angefttgt. Zykluszeiten verden 
iiblicherveise durch die Rate der Kupplungsreaktion be- 
schrSnkt, die in einem automatischen Peptidsynthesizer 20 
Min. ist. Diesem Schritt schlieBt sich gegebenenfalls die 
Zugabe einer Schutzgruppe an, urn die Anordnung fflr einen 
spateren Test zu stabilisieren. Fiir einige Arten von Poly- 
meren (z. B. Peptide) kann eine letztendlich durchgefuhrte 
Entfernung der Schutzgruppe der gesamten Oberflache (Ent- 
fernung von photoreaktiven Gruppen der Seitenketten) erf or- 
der lich sein. 

Wie in Fig. 10A dargestellt, weist insbesondere das 
Glas 20 die Bereiche 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 und 36 auf. 
Die Bereiche 30, 32, 34 und 36 sind maskiert, wie in Fig. 
10B dargestellt, und das Glas wird bestrahlt und gegen ein 
Reagenz exponiert, das M A W (z. B. Gly) enthMlt, wobei die in 
Fig. 10C dargestellte Struktur erhalten wird. Anschlieflend 
werden die Bereiche 22, 24, 26 und 28 maskiert, das Glas 
(wie in Fig. 10D dargestellt) bestrahlt und einem Reagenz 
exponiert, das W B" (z. B. Phe) enthSlt, wobei die in Fig. 
10E dargestellte Struktur erhalten wird. Das Verfahren wird 
durchgefiihrt, indem die Bereiche, wie dargestellt, nachein- 
ander maskiert und exponiert werden, bis die in Fig. 10M 
dargestellte Struktur erhalten wird* Das Glas wird bestrahlt 
und die terminalen Gruppen gegebenenfalls durch Acetylierung 
mit Enden versehen. Wie dargestellt, werden sMmtliche 
mog lichen Trimere von Gly/Phe erhalten. 

-In diesem Beispiei ist keine Entfernung der Schutz- 
gruppe der Seitenkette erforderlich. Falls erwiinscht, kann 
durch eine Behandlung mit Ethandithiol und Trifluor- 
essigsSure die Entfernung der Schutzgruppen der Seitenketten 
durchgefiihrt werden. 

Oblicherweise ist die Zahl der zum Erhalt einer be- 
stimmten Polymerkette erforderlichen Schritte definiert 
durch: 



n x 1 (1) 
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in der 

n - die Zahl der Monomeren im Basissatz von Monomeren 

und 

1 = die Zahl der Monomereinheiten in einer 
Polymerkette ist. 

Umgekehrt ist die synthetisierte Zahl von Sequenzen 
der Lange 1: 

. n 1 . (2) 

Selbstverstandlich wird durch Verwendung von Mas- 
kierungsstrategien, die auch die Syhthese von Polymeren mit 
einer Lange von weniger als 1 einschlieBen, eine groBere 
Diversit&t erhalten. Wenn im extremen Fall sSmtliche Poly- 
mere mit einer LSnge von weniger als Oder gleich 1 syn- 
thetisiert werden, ist die Zahl der synthetisierten Poly- 
mere: 

n 1 + n 1 " 1 + . + n 1 . (3) 

Die Hochstzahl von erf order lichen lithograph ischen 
Schritten ist ublicherweise n fttr jede "Schicht" von 
Monomeren, d. h. , die Gesamtzahl von erf order lichen Mask en 
(und daher die Zahl von lithographischen Schritten) ist n x 
1. Die GroBe der transparenten Maskenbereiche andert sich 
gemaB dem zur Synthese verftigbaren Bereich des Substrats und 
der Zahl der gebildeten Sequenzen. Ublicherweise ist die 
GroBe des Synthesebereichs: 

GroBe der Synthesebereiche = (A)/(S) 

in der 

A der insgesamt zur Synthese verfiigbare Bereich 
und 

S die Zahl der in dem Bereich gewilnschten Sequenzen 

ist. 
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Es ist fttr den Fachmann selbstverstandlich, daB das 
vorstehend beschriebene Verfahren leicht verwendet werden 
kann, um gleichzeitig tausende oder millionen Oligomere auf 
einem substrat unter Verwendung der hier beschriebencn pho- 
tolithographischen Verfahren zu produzieren. Daher kSnnen 
xait diesem Verfahren beispielsweise zahlreiche Di-, Tri-, 
Tetra-, Penta-, Hexa-, Hepta-, Octa-, Dodecapeptide oder 
grofiere Polypeptide (oder entsprechend Polynucleotide) prak- 
tisch getestet werden. * 

Das vorstehend beschriebene Beispiel erlSutert das 
Verfahren mittels eines von Hand durchgeftthrten Beispiels. 
Es ist naturlich selbstverstandlich, daB automatische oder 
halbautomatische Verfahren verwendet werden konnen. Das 
Substrat wird in eine Durchf luBzelle zur automat ischen 
Zugabe und Entfernung der Reagenzien gegeben, um das Vo lumen 
der erf order lichen Reagenzien zu minimieren und die 
Reaktionsbedingungen sorgfSltiger zu kontrollieren. Darauf- 
folgende Masken konnen von Hand oder automatisch angebracht 
werden. 

C. Synthese eines Dimers aus einer Aminopropvlaruppe und 
einer f luoreszierenden Gruppe 

Zur Synthese des Dimers aus einer Aminopropylgruppe . 
und einer f luoreszierenden Gruppe wurde eine aktivierte 
Durapore-Membran a Is Substrat verwendet. Die Durapore- 
Membran war ein Polyvinyl idindifluor id mit Arainopropyl- 
gruppen. Die Aminopropylgruppen wurden mit der DDZ-Gruppe 
geschfitzt, indem das Carbonylchlorid mit den Arainogruppen 
umgesetzt wurde, eine Umsetzung, die dera Fachmann vertraut 
ist. Die diese Gruppen tragende Oberflache wurde in eine 
THF-Losung gegeben und mit einer Maske in Kontakt gebracht, 
die ein Schachbrettmuster von 1 mm groBen undurchsichtigen 
und transparenten Bereichen aufwies. Die Maske wurde 5 
Minuten bei Umgebungstemperatur gegen ultraviolettes Licht 
exponiert # das eine Wellenlange bis herunter zu mindestens 
etwa 280 nm aufwies, obwohl in einigen erf indungsgemaBen 
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AusfOhrungsformen zahlreiche Exponierungszeiten und Tem- 
peraturen geeignet sein konnen. In einer Ausfuhrungsform 
kann beispielsweise eine Exponierungszeit von etwa 1 bis 
5 000 Sekunden bei Verfahrenstemperaturen von -70 bis +50°C 
verwendet werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden bei etwa 
Oingebungsdruck Exponierungszeiten von etwa 1 bis 500 Sekun- 
den verwendet. In einigen bevorzugten AusfOhrungsformen wird 
zur Verhinderung einer Verdampfung ein Uber dem Umge- 
bungsdruck liegender Druck verwendet. 

Die OberflSche der Membran wurde anschlieBend etwa l 
Stunde mit einem f luoreszierenden Marker gewaschen, der 
einen aktiven an ein Chelat eines Lanthaniden gebundenen 
Ester einschlieBt. Die Waschzeiten variieren aber einen 
weiten Wertebereich von etwa einigen wenigen Minuten bis 
einigen Stunden. Diese Materialien f luoreszieren im roten 
und grunen sichtbaren Bereich. Nach der Umsetzung mit dem 
aktiven Ester im Fluorophor konnten die Bereiche, an denen 
der Fluorophor gebunden war, durch Exponierung gegen 
ultraviolettes Licht und der Beobachtung der roten und 
grUnen Fluoreszenz sichtbar gemacht werden. Es wurde 
beobachtet, daB die derivatisierten Bereiche des Substrats 
dem ursprtlnglichen Muster der Maske sehr Shnlich waren. 

P. Nachweis der FShicrkei t zur Aussenduna eines Signals 

Der Nachweis der Fahigkeit zur Aussendung eines 
Signals wurde unter Verwendung eines Modells Nr. 824 des 
Standardkits unter Verwendung von KUgelchen mit geringer 
Fluoreszenz (Flow Cytometry Standarda) gezeigt. Dieses Kit 
schlieBt Kugelchen mit einem Durchmesser von 5,8 /ra ein, die 
jeweils mit einer bekannten Zahl von Fluoresce inkilgelchen 
impragniert sind. 

Ein Kugelchen wurde in den beleuchteten Bereich auf 
der Scan-Buhne, wie in Fig. 9 dargestellt, in einen Bereich 
eines Laserspots, der anfSnglich ausgeblendet war, gegeben. 
Nachdem die Photonennachweisvorrichtung im bestrahlten 
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Bereich positioniert worden war, wurde sie eingestellt. Die 
Blockierung des Laserstrahls wurde aufgehoben, und er trat 
mit der Teilchenkugel in Wechselwirkung, die dann fluores- 
zierte. Diagramme der Fluoreszenz von Ktigelchen, die mit 
7 000 bzw. 29 000 Fluoresceinmolektilen impragniert war en, 
sind in den Figuren 11A bzw. 11B dargestellt. In jedeia 
Diagramm sind auch Spuren von Ktigelchen ohne Fluorescein- 
molekiile dargestellt. In diesen Experimenten wurde mit 488 
run angeregt und 100 /iW Laserstrom verwendet. Das Licht wurde 
durch ein. 0,75 NA-Objektiv mit einer Vergroflerungskraft von 
40 fokussiert. 

Die Intensitat der Fluoreszenz begann in alien Fallen 
an einem hohen Wert und verringerte sich anschliefiend expo- 
nentiell. Der Abfall der Intensitat wird durch ein durch 
Licht verursachtes Ausbleichen der Fluoresceinmolekiile ver- 
ursacht. Die Spuren der Ktigelchen ohne Fluoresceinmolekiile 
werden zum Abzug des Hintergrunds verwendet. Die Differenz 
des anfanglichen exponentiellen Abfalls zwischen markierten 
und nicht-markierten Ktigelchen wird integriert, urn die 
Gesamtzahl der Photonenzerfalle zu erhalten, und diese Zahl 
wird mit der Zahl von Molekulen pro Ktigelchen in Beziehung 
gesetzt. Es ist daher mSglich, die Zahl der Photonen pro 
nachweisbarem Fluoresceinmolektil abzuleiten. Ftir die 
Diagramme in Fig. 11 zeigt diese Berechnung, daB eine 
Strahlung von etwa 40 bis 50 Photonen pro Fluoresceinmolektil 
nachgewiesen wird, 

E. Bestimmung der Zahl von Molekulen oro Einheitsbereich 

GemaB den vorstehend beschriebenen Verf ahren herge- 
stellte aminopropylierte G las-Ob jekttrager eines Mikroskops 
wurden verwendet, um die Dichte der Markierung der Objekt- 
trager zu etablieren. Die freien Aminotermini der Objekt- 
trager wurden mit FITC ( Fluoresce inisothiocyanat) , das die 
Aminogruppe kovalent bindet, umgesetzt. Der Ob jekttrager 
wird anschlieBend gescanned, um die Zahl der in einem 
Bereich erzeugten f luoreszierenden Photonen zu zahlen, wo- 
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durch unter Verwendung der geschatzten 40 bis 50 Photonen 
pro Fluoresceinmolekiil die 2ahl der Molekiile berechnet wer- 
den kann, die auf der OberflSche pro Einheitsbereich 
vorhanden sind. 

Ein Objekttrager mit Aminopropylsilan auf seiner 
OberflSche wurde in eine 1 mM Losung von FITC in DMF 1 
Stunde bei etwa Umgebungstemperatur getaucht. Nach der 
Umsetzung wurde der ObjekttrSger zweimal mit DMF und an* 
schliefiend mit Ethanol und Wasser und anschlieflend erneut 
mit Ethanol gewaschen. Er wurde anschlieBend getrocknet und 
dunkel aufbewahrt, bis er untersucht werden konnte. 

Durch die Verwendung von Diagrammen, die den in Fig. 
11 dargestellten Shnlich sind, und durch Integration der 
Fluoreszenz-ZShlereignisse unter dem exponentiell abnehmen- 
den Signal wurde nach der Derivatisierung die Zahl der 
freien Aminogruppen auf der Oberflache ermittelt. Es wurde 
festgestellt, daB Objekttrager mit Markierungsdichten von 1 
Fluorescein pro 10 3 x 10 3 bis a2 x 2 nm reproduzierbar her- 
gestellt werden konnen, wobei die Konzentration von 
Aminopropyltriethoxysilan zwischen 10~ 5 % bis 10"" 1 % vari- 
ierte. 

F. Entfernen von NVOC und Ankntiofen eines f luores2ierenden 

Markers 

NVOC-GABA-Gruppen wurden, wie vorstehend beschrieben, 
angefUgt. Die gesamte OberflSche auf einem Objekttrager 
wurde bestrahlt, urn eine freie Aminogruppe am Ende der 
gamma-Aminobuttersaure zu exponieren. Dieser Objekttrager 
und ein nicht exponiertes Duplikat wurden anschlieBend gegen 
das Fluoresceinisothiocyanat (FITC) exponiert. 

Fig. 12A zeigt den Objekttrager, der nicht bestrahlt 
wurde, der jedoch gegen das FITC exponiert war. Die 
Einheiten der x-Achse sind die Zeit, und die Einheiten der 
y-Achse sind die Zahlereignisse. Die Spur enthalt eine be- 
stimmte Menge der Hintergrund-Fluoreszenz. Das Duplikat des 
Objekttragers wurde etwa 1 Minute gegen 350 nm breitbandige 
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Bestrahlung (12 mW/cm , VJ50 nm Bestrahlung) exponiert, ge- 
waschen und mit FITC umgesetzt. Die Fluoreszenz-Diagramme 
dieses ObjekttrMgers sind in Fig. 12B dargestellt. Eine 
starke Erhdhung der Fluoreszen2 vird beobachtet, was an- 
zeigt, dafi die Photolyse mehrere Aminogruppen auf der Ober- 
flache der Objekttrager zur Ankntipfgung eines Fluor eszenz- 
markers exponiert hat. 

G. Verwenduna einer Maske zur Entfernuna von NVOC 

Das nachste Experiment vurde mit einem mit 0,1 % 
Aminopropylgruppen versehenen Objekttrager durchgefOhrt. 
Licht von einer Hg-Xe-Bogenlampe wurde durch eine Laser- 
verdampfte Chrom-auf-Glas-Maske, die in direktem Kontakt mit 
dem Substrat ist, projiziert. 

Der objekttrager wurde etwa 5 Minuten mit 12 mW 350 
nm breitbandigem Licht bestrahlt und anschlieBend mit der 1 
mM FITOLSsung umgesetzt. Er wurde auf die Abtastbtihne fur 
den Lasemachweis gelegt und ein Diagramm als eine zweidi- 
mensionale Wiedergabe der IntensitSt der Fluoreszenz ge- 
zeichnet. Das Experiment wurde durch verschiedene Mas ken 
mehrfach wiederholt. Die Fluoreszenzmuster einer 100 x 100 
jua, 50 jim, 20 pm und 10 Maske zeigen, dafi das 

Maskenmuster unter Verwendung dieser lithographischen Ver- 
fahren bis herab zu mindestens etwa 10 jm-Vierecke deutlich 
ist. 

H. AnknQpfen von YGGFL und anschliefiendes Exponieren aeaen 
Herz-AntikSroer und Zieoen-anti-Maus-Antikorper 

Urn sicherzustellen, dafi Rezeptoren gegen eine be- 
stimmte Polypeptidsequenz ein an eine OberflSche gebundenes 
Peptid binden und nachgewiesen werden konnen, wurde Leu* 
Enkephalin an die Oberflache gebunden und durch einen 
Antikorper erkannt. Ein Objekttrager wurde mit 0,1 % 
Aminopropyltriethoxysilan derivatisiert und mit NVOC ge- 
schtttzt. Eine 500 /*m Damebrettmaske wurde verwendet, um den 
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ObjekttrSger unter Verwendung von rOckseitigem Kontaktdruck 
in einer Durchf luBzelle zu exponieren. Die Leu-Enkephalin- 
sequenz (H 2 N-Tyros in , G lycin , Glycin , Pheny lalanin , Leucin- 
C0 2 H, (hier nachstehend als YGGFL bezeichnet) wurde Uber ihr 
Carboxy-Ende an die exponierten Aminogruppen auf der Ober- 
flache des ObjekttrSgers gebunden. Das Peptid wurde einer 
DMF-Losung mit den Kupplungsreagenzien BOP/HOBT / DIEA zuge- 
setzt und 2 Stunden bei Raumtemperatur erneut durch die 
DurchfluBzelle zirkuliert. 

Ein' erster AntikSrper, der als Herz-Antikorper be- 
zeichnet wird, wurde an die Oberflache des Objekttragers 
angeffigt, wobei er 45 Minuten in einen Supercocktail (der 1 
% BSA und in diesem Fall auch 1 % Ovalbumin enthielt) mit 2 
jig/ml Antikorper getaucht wurde, Ein zweiter Antikorper, 
Ziegen-anti-Maus-Fluoresceinkonjugat, wurde anschlieBend zu 
2 Mg/al dem Supercocktailpuffer zugesetzt und 2 Stunden in- 
kubiert. 

Die Ergebnisse dieses Experiments wurden als Inten- 
sitat der Fluoreszenz als eine Funktion der Lage gezeichnet. 
Dieses Bild wurde in 10 jtm Schritten aufgenoramen und zeigte, 
daB die Entfernung der Schutzgruppen nicht nur in einem gut 
definierten Muster durchgefuhrt werden kann, sondern auch, 
daB (1) das Verfahren ein erfolgreiches Kuppeln von Peptiden 
an die Oberflache des Substrats . bereitstellt, (2) die 
Oberf 15che eines gebundenen Peptids zur Bindung mit einem 
Antikorper verfOgbar war und (3) die Kapazitat der Nach- 
weisvorrichtung ausreichte, urn die Bindung eines Rezeptors 
nachzuweisen. 

I. Monomer- Monomer-Bilduncr von YGGFL und anschlieBende 
Exponieruna aecren markierte Antikorper 

Monomer-Monomer-Synthese von YGGFL und GGFL in un- 
terschiedlichen Vierecken wurde auf einem Objekttrager in 
einem Damebrettmuster durchgefuhrt und der erhaltene Ob- 
jekttrager gegen den Herz-Antikorper exponiert. Dieses 
Experiment ist in den Figuren 13A und 13B dargestellt. 
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In Fig. 13A ist ein ObjekttrSger dargestellt, der mit 
der in diesem Fall mit t-BOC (t-Butoxycarbonyl) geschQtzten 
Aminopropylgruppe derivatisiert ist. Der ObjekttrSger wurde 
mit TFA behandelt, ma die t-BOC-Schutzgruppe zu entfernen. 
Die £-AminocapronsSure, der en Aminogruppe ait t-BOC ge- 
schatzt war, wurde anschlieBend an die Aminopropylgruppen 
gekuppelt. Die AminocapronsSure dient als Spacer zwischen 
der Aminopropylgruppe und dem zu synthetisierenden Peptid. 
Die Schutzgruppe am Amino-Ende des Spacers wurde entfernt 
und das Amino-Ende mit NVOC-Leucin gekuppelt. Der gesamte 
Objekttrager wurde anschlieBend mit 12 mW 325 nm 
breitbandiges Licht bestrahlt. Der ObjekttrSger wurde 
anschlieBend mit NVOC-Phenylalanin gekuppelt und gewaschen. 
Der gesamte ObjekttrSger wurde eraeut bestrahlt, an- 
schlieBend mit NVOC-Glycin gekuppelt und gewaschen, Der 
Objekttrager wurde erneut bestrahlt und mit NVOC-Glycin 
gekuppelt, urn die im letzten Teil von Fig. 13A dargestellte 
Sequenz zu erhalten. 

Wie in Fig. 13B dargestellt, wurden anschlieBend un- 
ter Verwendung eines Projektionsdrucks unter Verwendung ei- 
ner 500 x 500 pm Damebrettmaske unterschiedliche Bereiche 
des ObjekttrSgers bestrahlt. Daher wurde die Aminogruppe von 
Glycin nur in den beleuchteten Bereichen exponiert. Bei der 
Durchfflhrung des nachsten chemischen Kupplungsschritts wurde 
NVOC-Tyrosin zugesetzt, und es kuppelte nur an den Stellen, 
die bestrahlt worden war en. Der gesamte ObjekttrSger wurde 
anschlieBend bestrahlt, urn sSmtliche NVOC-Gruppen zu 
entfernen, wobei ein Daraebrett von YGGFL in den bestrahlten 
Bereichen und GGFL in den iibrigen Bereichen erhalten wurde. 
Der Herz-Antik5rper (der das YGGFL, jedoch nicht das GGFL 
erkennt) wurde anschlieBend zugesetzt und dann ein Ziegen- 
ant i -Maus-Fluoresce inkon j ugat . 

Der erhaltene Fluoreszenz-Scan zeigte dunkle 
Bereiche, die das Tetrapeptid GGFL enthielten, das durch den 
Herz-Antikorper nicht erkannt wird (und daher bindet der 
Ziegen-anti-Maus-Antikorper mit dem Fluoresceinkonjugat 
nicht), und rote Bereiche, in denen YGGFL vorhanden war. Das 
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YGGFL-Pentapeptid wird durch den Herz-Antik5rper erkannt, 
und daher gibt es Ant£k6rper in den bestrahlten Bereichen, 
die von Fluorescein-konjugierten Ziegen-anti-Maus-Antikorper 
erkannt werden konnen. 

Shnliche Muster fttr eine 50 m* Maske, die in direkten 
Kontakt ("ProxinitStsdruck") nit den Substrat verwendet 
wurde, lieferte ein Muster, das deutlicher war, und die 
Ecken des Daraebrettnusters beruhrten sich, da die Maske in 
direkten Kontakt nit den Substrat gebracht wurde (was zeigt, 
das durch Verwendung dieses Verfahrens eine erhShte 
AuflSsung erreicht werden kann) ■„ 

J. Mononier-MonomeT-svnthgs«> VO n vggfl und PGGVT. 

Eine Synthese wurde unter Verwendung einer 50 /m 
Danebrettnaske, die der in Fig. 13 dargestellten entsprach, 
durchgeftthrt. Es wurde jedoch den GGFL-Stellen auf den 
Substrat durch einen weiteren Kupplungsschritt P angefttgt. P 
wurde angefugt, inden das geschtltzte GGFL durch eine Maske 
bestrahlt und anschlieBend in der gleichen vorstehend be- 
schriebenen Weise gegen P exponiert wurde. Daher enthielt 
die HSlfte der Bereiche auf den Substrat YGGFL und die ver- 
bleibende Halfte PGGFL. 

Das Fluoreszenz-Diagramn fur dieses Experinent zeig- 
te, daB die Bereiche, in denen eine Bindung erfolgte oder 
nicht erfolgte, erneut deutlich unterscheidbar sind. Dieses 
Experinent zeigte, dafl AntikSrper eine spezifische Sequenz 
erkennen konnen und die Erkennung nicht von der Lange 
abhSngig ist. 

K. Monomer-Monomer- S ynthese von YCGFT. und YPGgvt. 

Un ein wei teres Mai zu zeigen, daB die Erfindung 
durchfOhrbar ist, wurde unter Verwendung von Verfahren, die 
den vorstehend beschriebenen entsprachen, ein 50 M n 
Danebrettnuster nit alternierenden YGGFL und YPGGFL auf ei- 
nen Substrat synthetisiert. Das erhaltene Fluoreszenz- 
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Diagramm zeigte, daB der Antikorper die YGGFL-Sequenz ein- 
deutig erkennen konnte und die YPGGFL-Bereiche nicht signi- 
fikant band. 

L. Svnthese e iner Anordnuna von sechzehn unterschiedl ichen 
AminosSureseaue nzen und Bestimmuncr der relativen 
Bindunasaff inl tSt aeoen Herz-Antikorper 

Unter Verwenduiig von Verfahren, die den vorstehend 
beschriebenen entsprachen, wurde eine Anordnung von 16 un- 
terschiedlichen Aminosaureseguenzen (viermal repliziert) auf 
be id en Glassubstraten synthetisiert. Die Sequenzen wurden 
synthetisiert, indem die Sequenz MVOC-GFL an die gesamte 
Oberflache der ObjekttrSger gebunden wurde. Unter Verwendung 
einer Reihe von Masken wurden anschlieBend zwei Schichten 
von Aminosauren selektiv auf das Substrat aufgebracht. Jeder 
Bereich vies eine Abmessung von 0,25 cm x 0,0625 cm auf. Der 
erste ObjekttrSger enthielt Aminosaureseguenzen, die nur L- 
AminosSuren enthielten, wShrend der zweite Objekttrager die 
gewShlten D-Aminosauren enthielt. Die Figuren 14A und 14B 
zeigen eine Karte der unter schied lichen Bereiche auf dem 
ersten bzw. zweiten Objekttrager. Die in den Figuren 14A und 
14B gezeigten Muster wurden viermal auf jedera Objekttrager 
dupliziert. Die Objekttrager wurden anschlieBend gegen die 
Herz-Antikorper und Fluoreszenz-markierten Ziegen-anti-Maus- 
Antikorper exponiert. 

Ein Fluoreszenz-Diagramm des ersten Objekttragers, 
der nur L-Aminosauren enthielt, zeigte rote Bereiche 
(wodurch eine starke Bindung angezeigt wird, d. h. , 149 000 
Zahlereignisse oder mehr) und schwarze Bereiche (wodurch 
eine geringe oder keine Bindung des Herz-Antik6rpers ange- 
zeigt wird, d. h. , 20 000 Zerfalle oder weniger) . Die 
Sequenz YGGFL wurde deutlich am stSrksten erkannt. Die 
Sequenzen YAGFL und YSGFL zeigten ebenfalls eine starke 
Erkennung durch den Antikorper. Im Gegensatz dazu zeigte der 
grSBte Teil der Obrigen Sequenzen eine schwache oder keine 
Bindung. Die vier duplizierten Teile des Objekttragers waren 
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extrera konsistent in der Zahl der dort gezeigten Bindungen. 

Ein Fluoreszenz -Diagram* des D-AminosSure-Objekt- 
trSgers zeigte, daB die YGGFL-Sequenz die stSrkste Bindung 
aufwies. Eine signifikante Bindung wurde ebenfalls fOr 
YaGFL, YsGFL und YpGFL nachgewiesen . Die erhaltenen Sequen- 
zen zeigten eine schwSchere Bindung an den Antikorper. Eine 
geringe Bindungsef f izienz der Seguenz YGGFL vurde beob- 
achtet. 

Tabelle 6 zeigt eine Auflistung der verschiedenen 
Sequenzen, die in der Reihenfolge der * relativen Fluoreszenz 
getestet vurden, wobei Informationen fiber die relative 
BindungsaffinitSt erhalten wurden- 

Tabelle 6 

Beobachtete B indung an Herz-AntikSrper 



L-As . -Satz 


D-As . -Satz 


YGGFL 


YGGFL 


YAGFL 


YaGFL 


YSGFL 


YsGFL 


LGGFL 


YpGFL 


FGGFL 


fGGFL 


YPGFL 


yGGFL 


LAGFL 


faGFL 


FAGFL' 


WGGFL 


WGGFL 


yaGFL 




fpGFL 




waGFL 



VIII. SchluBfolqerunq 

Die vorliegende Erfindung stellt stark verbesserte 
Verfahren und eine Vorrichtung zur Synthese von Polymeren 
auf Substraten bereit. Es ist selbstverstSndlich, daB die 
vorstehende Beschreibung erlSuternd und nicht beschrankend 
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sein soil. Viele Ausftihrungsformen werden fiir den Fachmann 
nach der Lekture der vorstehenden Beschreibung leicht er- 
kennbar sein. Die Erfindung ist als Beispiel beschrieben 
worden, primSr im Hinblick auf die Verwendung von durch 
Licht entfernbaren Schutzgruppen, es wird jedoch dem Fach- 
nann bevuBt sein, dafi auch andere Strahlungsguellen als 
Licht verwendet werden kSnnen. In einigen Ausfiihrungsformen 
kann es beispielsweise vtinschensvert sein, Schutzgruppen zu 
verwenden, die fiix eine Bestrahlung mit Elektronenstrahlen, 
RSntgenstrahlen zusammen mit Elektronenstrahl-Lithographie- 
oder Rontgen-Lithographie-Verfahren empfindlich sind. In 
einer anderen Ausfiihrungsform kdnnte die Gruppe durch 
Exponierung gegen den elektrischen Strom entfernt werden. 
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(90 9U 9187.8) 
Affymax Technologies 
U.2.: EP-2898 

Patentansprtlche 

1. Verfahren 2ur Herstellung eines Satzes von Polymeren 
durch Monomer-Monomer-Synthese auf vorbestimmten Berei- 
chen eines Substrats, umfassend die folgenden Schritte: 

Bestrahlung eines ersten vorbestimmten Bereichs auf 
einer Oberf lache des Substrats, wobei die OberflSche 
funktionelle Gruppen aufweist, die mit durch Bestrahlung 
entfernbaren Schutzgruppen geschvitzt sind, um die 
Schutzgruppen davon zu entfernen, 

Inkontaktbringen der Oberf ISche mit einem ersten Mono- 
mer, um das Monomer an die von Schutzgruppen befreiten 
funktionellen Gruppen in den ersten vorbestimmten Berei- 
chen zu Jcuppeln, wobei das Monomer eine funktionelle 
Gruppe aufweist, die mit einer durch Bestrahlung ent- 
fernbaren Schutzgruppe geschfitzt ist, 

Bestrahlung eines zweiten vorbestimmten Bereiches (der 
der gleiche wie der erste vorbestimmte Bereich sein kann 
oder nicht) der Oberf ISche zur Entf ernung der Schutz- 
gruppen davon, 

Inkontaktbringen der OberflSche mit einem zweiten Mono- 
mer (das das gleiche wie das erste Monomer sein kann 
Oder nicht), um das Monomer an die von den Schutzgruppen 
befreiten funktionellen Gruppen in dem zweiten vorbe- 
stimmten Bereich zu kuppeln, wobei das Monomer eine 
funktionelle Gruppe aufweist, die mit einer durch Be- 
strahlung entfernbaren Schutzgruppe geschtttzt ist, 

wobei das Verfahren ferner die Durchfiihrung zusatzlicher 
Schritte der Bestrahlung und des Inkontaktbringens mit 
Monomer und zusStzlicher Kupplungsschritte umfaBt, die 
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zur Bildung des Satzes notwendig sind, wobei mindestens 
ein Teil von mindestens einem der ersten und zweiten 
vorbestimmten Bereiche in mindestens einem dieser zu- 
sStzlichen Schritte bestrahlt wird und wobei die Poly- 
mere Stellen auf der OberflSche und Sequenzen aufweisen, 
die durch die Bestrahlungsmuster definiert sind, die 
wahrend der Bestrahlungsschritte verursacht werden, und 
durch die besonderen Monomere, die in den Kontakt- und 
Kupplungsschritten gekuppelt werden, und mit der Mafi- 
gabe, daB das letzte Monomer in jeder Sequenz nicht mit 
einer durch Bestrahlung entfernbaren Schutzgruppe ge- 
schOtzt sein mufi. 

Verfahren nach Anspruch l, wobei der Satz mehr als etwa 
100 verschiedene Polymere umfaBt. 

Verfahren nach Anspruch 2, wobei der Satz mindestens 10 3 
verschiedene Polymere umfaBt. 

Verfahren nach Anspruch 3, wobei der Satz 10 4 , 10 5 Oder 
10 verschiedene Polymere umfaBt. 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
verschiedene Polymere an verschiedenen Stellen von weni- 
ger als etwa 0,1 cm* GrSBe vorliegen. 

Verfahren nach Anspruch 5, wobei verschiedene Polymere 
an verschiedenen Stellen mit GroBen zwischen etwa 1 M m* 
und 10 000 /an* vorliegen. 

Verfahren nach Anspruch 3, wobei die zusStzlichen 
Schritte so durchgefOhrt werden, daB mindestens 1000 
verschiedene Polypeptide auf der OberflSche syntheti- 
siert werden und verschiedene Polypeptide an verschie- 
denen Stellen mit GroBen von weniger als etwa 1 x 10~ 3 
cm* vorliegen. 
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8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei 
die Monomeren ausgewahlt sind aus L-Aminosauren, D-Ami- 
nosauren und synthetischen AminosSuren. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche l bis 7, wobei die 
Monomere Nucleotide sind. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, als weiteren 
Schritt umfassend das Inkontaktbringen der OberflSche 
mit einem Rezeptor und das Identifizieren der Polymere, 
die an den Rezeptor binden. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei der Rezeptor ein Anti- 
kSrper ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 10 Oder 11, wobei der Rezeptor 
auBerdem einen radioaktiven, einen f luoreszierenden oder 
einen anderen Marker umfaBt und wobei der Identifizie- 
rungsschritt den Nachweis der Stelle des Markers auf dem 
Substrat umfaBt. 

13. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, wobei der Identifi- 
zierungsschritt auBerdem den Schritt des Inkontaktbrin- 
gens des Rezeptors mit einem zweiten Rezeptor umfaflt, 
der einen Marker aufweist und der spezifisch an den Re- 
zeptor bindet, der an die Monomerseguenzen gebunden ist. 

14. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 13, wobei das 
Substrat ausgewahlt ist aus polymerisiertem Langmuir- 
Blodgett-Film, funktionalisiertem Glas, si, Ge, GaAs, 
GaP, si0 2 , siN 4 , modifiziertem Silikon, 
(Poly) tetraf luorethylen, Polystyrol, 
(Poly)vinylidendifluorid und Kombinationen davon. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche l bis 14, wobei die 
Schutzgruppen nitroaromatische Verbindungen sind. 



. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Schutzgruppen 
ortho-Nitrobenzylderivate sind. 



17. Verfahren nach einem der AnsprQche l bis 14, wobei die 
Schutzgruppen ausgewShlt sind aus 6-Nitroveratryloxycar- 
bonyl-, 2-Nitrobenzyloxycarbonyl-, Dinethyldimethoxyben- 
zyloxycarbonyl-, 5-Brom-7-nitroindolinyl-, o-Hydroxy - a - 
methylcinnamoyl- Oder 2-Oxymethylenanthrachinongruppen 
und Gemischen davon. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei die Schutzgruppen 6- 
Nitroveratryloxycarbonylgruppen sind. 

19. Verfahren nach Anspruch 17, wobei die Schutzgruppen 2- 
Nitrobenzyloxycarbonylgruppen sind. 

20. Verfahren nach einem der AnsprQche l bis 19, wobei die 
Bestrahlungsschritte unter Verwendung von UV-Licht, 
sichtbarem Licht oder Infrarotlicht oder einer Kombina- 
tion davon durchgefOhrt werden. 

21. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 20, wobei die 
Bestrahlungsschritte auSerdem die folgenden Schritte um- 
fassen: 

i) Maskierung des Substrats mit einer lithographischen 
Maske, die im wesentlichen transparente Bereiche und 
im wesentlichen nichttransparente Bereiche bei einer 
bestinunten WellenlSnge des Lichts aufweist, 

ii) Bestrahlen der Maske mit einer Lichtquelle, die min- 
destens diese WellenlSnge des Lichts liefert. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche l bis 21, wobei im 
ersten Bestrahlungsschritt sich die funktionellen Grup- 
pen auf LinkermolekGlen befinden, die an das Substrat 
geknttpft sind. 
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23. Verwendung einer Vorrichtung, wobei die Vorrichtung fiir 
die DurchfOhrung eines Verfahrens gemSB Anspruch 1 ge- 
eignet ist und umfaflt: 

(a) ein Substrat mit einer Oberflache, die funktionelle 
Gruppen aufveist, die durch Schutzgruppen geschtitzt 
sind, velche durch Bestrahlung entfembar sind, wo- 
bei die Oberflache an der Stelle, wo die Schutzgrup- 
pen entfernt wurden, aktiviert ist, 

(b) Mittel zur selektiven Bestrahlung vorbestimmter Be- 
reiche auf der OberflSche, und 

(c) eine Strahlungsquelle 2ur Bestrahlung der Oberfla- 
che , wobei die Vorrichtung zur Bestrahlung der vor- 
bestimmten Bereiche in einer vorbestimmten Reihen- 
folge und fur jede der vorbestijnmten Bereiche eine 
vorbestimmte Anzahl von Wiederholungen verwendet 
wird, so daB eine Vielzahl von Polymeren hergestellt 
wird f die aus mindestens zwei Monomeren bestehen und 
Stellen auf der OberflSche aufweisen, die durch die 
Bestrahlungsmuster definiert sind, die wahrend der 
Bestrahlung verursacht werden. 

24. Verwendung nach Anspruch 23, wobei mehr a Is 100 Polymer- 
bereiche produziert werden. 

25. Verwendung nach Anspruch 24, wobei mindestens 10 2 und 
gegebenenfalls 10 4 , 10 5 oder 10 6 Polymerstellen produ- 
ziert werden. 

26. Verwendung nach einem der Anspriiche 23 bis 25, wobei 
jede Stelle eine Grofie von weniger als 0,1 cm 2 auf- 
weist. 



27. Verwendung nach Anspruch 26, wobei jede Stelle eine 
Grofie zwischen 1 pm* und 10 000 /im* aufweist. 
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Verwendung nach einem der Anspriiche 23 bis 27, wobei 
das Substrat gemSfi Anspruch 14 definiert ist und/oder 
die Schutzgruppen gen&fi einem der Anspriiche 15 bis 19 
definiert sind. 



%P-B-0 476 014 
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